スフィンゴ脂質誘導体を基盤にした新規cPLA2α阻害剤及びGolgi体マーカーの探索研究 by 牧山, 智彦 & MAKIYAMA, Tomohiko
1 
平成 25年度 博士論文 
 
 
 
 
 
 
スフィンゴ脂質誘導体を基盤にした 
 
cPLA2阻害剤及び Golgi体マーカーの探索研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2014年 3月 
 
千葉大学大学院 医学薬学府 
創薬生命科学専攻 
神経薬物学講座 薬効薬理学研究室 
 
牧山 智彦 
 
 
2 
目次 
 
 
 
諸言                                                 2 
 
使用薬物＆略語表記                                       4 
 
実験方法                                                             7 
 
第一章 スフィンゴ脂質誘導体を基盤にした cPLA2阻害剤の探索研究 
       1. 諸言                                                       11 
       2. 結果                                                       13 
       3. 考察                                                       30 
 
第二章 スフィンゴ脂質誘導体を基盤にした Golgi体マーカーの探索研究 
       1. 諸言                                                       35 
       2. 結果                                                       36 
       3. 考察                                                       50 
 
総括                                                                54 
 
参考文献                                                            55 
 
論文目録                                                            65 
 
謝辞                                                                66 
 
3 
諸言 
 
 スフィンゴ脂質はスフィンゴイド骨格を基本骨格する脂質の総称であり、グリセロリン脂質やコレス
テロールと共に細胞膜を構成する主成分の一つとして知られている。一方で、様々な生理活性作
用を有する脂質としても知られ、近年、その機能解明が急速に進んでいる。例えば、スフィンゴ脂
質の中心化合物であるセラミド (Cer) は細胞の分化や成長、アポトーシスに関与することが知られ、
疾患との関連性についても報告されている (Saddoughi and Ogretmen, 2013) 。Cer は小胞体 
(ER) において、L-セリンとパルミトイル CoAから de novo合成される 3-ケトジヒドロスフィンゴシンか
ら、更にジヒドロスフィンゴシン、N-アシルジヒドロスフィンゴシン (N-ジヒドロセラミド) を介して合成
される (Pyne and Pyne, 2000) 。合成された Cerは、更に様々な生理活性を持つ他のスフィンゴ脂
質へと代謝される。 
スフィンゴ糖脂質の初発脂質であるグルコシルセラミド (GlcCer) やスフィンゴミエリン (SM) は
Golgi体で合成されるため、Cerが ERから Golgi体へ輸送される必要性が生じる (Ishibashi et al., 
2013) 。GlcCer の合成場所は細胞質側の Golgi 体 (cis-Golgi) 膜であるため、小胞輸送による輸
送のみで Cerは GlcCerに代謝されることが可能である (Ishibashi et al., 2013) 。この GlcCerはア
ダプタータンパクである Four-phosphate adaptor protein 2により細胞膜側の Golgi体 (trans-Golgi) 
へ輸送され、ラクトシルセラミド (LacCer) へ代謝され、更にガングリオシド Gb3 へと代謝される 
(D’Angelo et al., 2013) 。また、小胞輸送によって Golgi体へ輸送された GlcCerは LacCerを介し
てガングリオシド GM3へと代謝される (D’Angelo et al., 2013) 。しかし、SMは Golgi体内腔で合
成されるために、Cer が内腔部位へ輸送されることも重要となる。この輸送に関与しているものがセ
ラミド輸送タンパクである Ceramide transfer protein (CERT) と呼ばれるものである。CERTは ATP
依存的にCerをERからGolgi体へ輸送することが報告されており (Fukasawa et al., 1999) 、CERT
変異株である LY-A 細胞では細胞内の SM 量が減少していることが既に判明している (Fukasawa 
et al., 2000) 。このように、生体内に存在するスフィンゴ脂質は非常に精巧な機構により、その発現
量を調節されている。抗がん剤を投与することで、アポトーシス誘発作用を持つ Cer の量が増加す
ることが知られており(Lang et al., 2006, Mahdy et al., 2009) 、がん細胞では抗アポトーシス作用を
有すると言われているスフィンゴ糖脂質の合成が盛んに行われている (Das et al., 2008, Raval et 
al., 2007) 。このように、生体内におけるスフィンゴ脂質のバランスは生体にとって非常に重要であ
ることがわかる。 
一方で、Cer はセラミダーゼにより加水分解され、スフィンゴシン (Sph) と遊離脂肪酸を生じる
(Obibata and Hla, 2012) 。生成された Sphは、スフィンゴシンキナーゼによってリン酸化を受け、ス
フィンゴシン-1-リン酸 (S1P) となる (Obibata and Hla, 2012) 。Sphは Cer と同様にアポトーシス促
進作用を有するが (Abrahan et al., 2010, Kim et al., 2008, Taha et al., 2006) 、S1Pは抗アポトーシ
ス作用を有することが知られている (Ryu et al., 2013) 。また、S1PがGタンパク共役型受容体を介
して、アレルギー疾患と関連性の高いマスト細胞の脱顆粒や遊走を促進するといった報告も存在
する (Mitra et al., 2006) 。このように、生理活性を有する物質として、スフィンゴ脂質に関する研究
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が広く行われている。 
 これらのスフィンゴ脂質の中でも、Cerがセラミドキナーゼ (CERK) を介して合成されるセラミド-1-
リン酸 (C1P) は近年見つかった新たなスフィンゴ脂質の一種であり、その機能に関しては未解明
な点が多い (Pettus et al., 2005) 。当研究室では、C1Pの機能解明に着手し、これまでに細胞質型
ホスホリパーゼ A2 (cPLA2との直接的相互作用により、その活性を調節することを報告した
(Nakamura et al., 2006) 。具体的には、C1Pは cPLA2の N末端に存在する C2 domain と直接的
相互作用し、cPLA2の酵素活性を上昇させる化合物としての報告がなされている (Lamour et al., 
2009, Nakamura et al., 2006) 。 
 現在、Sph 誘導体である FTY720 は多発性硬化症の治療薬として 2011 年に上市されるなど、ス
フィンゴ脂質を標的とした医薬品の開発に注目が集まっている。そこで、他の疾患においても医薬
品としてのスフィンゴ脂質誘導体が開発出来ると考えた。上記のように C1P は炎症性メディエータ
ー前駆体産生酵素であり、炎症性反応の増悪に関与する cPLA2を活性化させることが知られて
いる。しかし、cPLA2を標的とした医薬品は上市されていないことから、cPLA2阻害剤の開発に
着手した。千葉大学大学院薬学研究院薬品合成化学研究室との共同研究により様々なスフィンゴ
脂質誘導体を作製し、探索研究を行った結果、C2-Di-Ethyl-C1P (C2-DE-C1P) が cPLA2阻害剤
として機能することを見出した  (Makiyama et al., 2012) 。また、この研究の過程で
Acetyl-C16-Cer-NBD (Ac-C16-Cer-NBD) がGolgi体マーカーとして機能することも見出した。そこ
で、第一章ではスフィンゴ脂質誘導体を基盤にした cPLA2阻害剤の探索研究を、第二章ではス
フィンゴ脂質誘導体を基盤にした Golgi 体マーカーの探索研究と分けて、上記の化合物を見出す
までの過程について論じる。 
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試用薬物&略語表記 
 
A23187 
Acrylamide 
Albumin from Bovine Serum 
2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol999 (Tris) 
Ammonium peroxodisulfate (APS) 
Ampicillin 
anti-ERK1 rabit monoclonal IgG 
anti-ERK2 rabit monoclonal IgG 
anti-cPLA2 mouse monoclonal IgG2b 
anti-mouse antibody 
anti-Phospho-cPLA2 (Ser505) Antibody 
anti-Phospho-p-44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/204) (E10) Mouse 
mAb 
anti-rabit antibody 
 
Aprotinin 
[5,6,8,9,11,12,14,15-
3
H]Arachidonic acid ([
3
H]-AA) 
BODIPY-Lactosylceramide (BODIPY-LacCer) 
BODIPY-TR-Ceramide (BODIPY-TR-Cer) 
Bacto Agar 
Bacto Tryptone 
Benzylsulfonyl Fluoride (PMSF) 
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 
Brefeldin A 
Bromophenol Blue (BPB) 
1-Butanol 
C16 Ceramide-1-phosphate 
CHAPS 
Calcium Chloride Dihydrate (塩化カルシウム二水和物) 
Chloroform 
D(+)-Glucose 
2,5-Diphenyloxazole (PPO) 
Dimetyhlsulfoxide (DMSO) 
Di-Sodium Hydrogenphosphate 12-water (リン酸水素二ナトリウム十
 
 
Calbiochem 
和光純薬工業株式会社 
Sigma 
和光純薬工業株式会社 
Chameleon Reagent 
Sigma 
Santa Cruz Biotechnology 
Santa Cruz Biotechnology 
Santa Cruz Biotechnology 
GE Healthcare 
Cell Signaling Technology 
Cell Signaling Technology 
 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc. 
和光純薬工業株式会社 
GE Healthcare 
Life Technologies 
Life Technologies 
Becton Dickinson 
Becton Dickinson 
和光純薬工業株式会社 
Bio-Rad Laboratories, Inc. 
Sigma-Aldrich 
Sigma-Aldrich 
Nacalai tesque 
Avanti 
Sigma-Aldrich 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
Nacalai tesque 
Nacalai tesque 
Nacalai tesque 
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二水和物) 
Dithiothreitol (DTT) 
2-deoxy-d-glucose 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
Ethanol 
Ethylene Diamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, disodium 
salt,dihydrate(2NA(EDTA・2Na)) 
Ethylene Glycol-bis(beta-aminoethylether)-N,N,N’,N’ -tetraacetic 
acid (EGTA) 
Glycerol 
Glycine 
HPA-12 
 
Ham’s Nutrient Mixture F12 (Ham’s F12) 
Hexane 
1mol/L, 5mol/L Hydrochloric acid 
2-[4(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) 
Immune-Blot PVDF Membrane for Protein Blotting (0.2μm) 
Isopropanol 
Kanamycin 
LY294002 
Leupeptin 
Lipofect AMINE PLUS 
Magnesium Sulfate Heptahydrate (硫酸マグネシウム七水和物) 
2-Mercaptoethanol 
Methanol 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 
6-((N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3- diazol-4-yl)amino)hexanoyl) 
-D-erythro-sphingosine (NBD-C6-Cer) 
N,N’-Methylene-bis (acrylamide) 
N-Heptane 
Nitrocellulose Membrane 
Oregon Green 488 BAPTA-1 AM 
1-Palmitoyl-2-[
14
C]-Arachidonyl-Phosphatidyl Choline (PAPC) 
PLUS reagent 
Paraformaldehyde 
 
和光純薬工業株式会社 
Nacalai tesque 
Sigma-Aldrich 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
 
Sigma 
 
Sigma-Aldrich 
和光純薬工業株式会社 
国立感染研究所 花田賢太郎
様より供与 
Sigma-Aldrich 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
Bio-Rad Laboratories 
和光純薬工業株式会社 
Sigma 
Merck 
Sigma 
Invitrogen 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
キシダ化学株式会社 
Avanti 
 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
Amersham Biosciences 
Invitrogen 
室町薬品株式会社 
Invitrogen 
和光純薬工業株式会社 
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Penicillin G Pottassium 1000000units 
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 
Phosphatidylserine (PS) 
Platelet activating factor (PAF) 
Polyoxyethylene(10)Octylphenyl Ether (Triton X-100) 
Potassium Chloride (塩化カリウム) 
Potassium Dihydrogen Phosphate (リン酸二水素カリウム) 
Potassium Phosphate,Monobasic (リン酸一カリウム) 
2,2’p-phenylenebis(5-phenyloxazole) (POPOP) 
PtdIns-(4,5)-P2(1,2-dipalmitoyl) (PIP2) 
Pyrrophenone 
RO-3306 
Secretory PLA2Ⅲ (sPLA2Ⅲ) 
Sodium Chloride (塩化ナトリウム) 
Sodium Dihydrogenphosphate Dihydrate (リン酸二水素ナトリウム二 
水和物) 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
Sodium Hydrogen Carbonate (炭酸水素ナトリウム) 
Sodium azide (NaN3) 
Sodium hydroxide (水酸化ナトリウム) 
Sphingolipid誘導体 
 
Streptomycin Sulfate 
Sucrose 
Sulfuric acid 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate 
TLC-silica gel 60 
Toluene 
0.25% Trypsin-EDTA Solution 
Tween 20 
Wortmannin 
Yeast Extract 
明治製菓株式会社 
Calbiochem 
Matreya 
Calbiochem 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
Nacalai tesque 
Cayman 
塩野義製薬株式会社より供与 
Calbiochem 
Cayman 
和光純薬工業株式会社 
Nacalai tesque 
 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
関東化学株式会社 
Nacalai tesque 
千葉大学薬品合成化学研究室
より供与 
明治製菓株式会社 
和光純薬工業株式会社 
和光純薬工業株式会社 
Thermo Scientific 
Merck 
和光純薬工業株式会社 
Sigma 
和光純薬工業株式会社 
Sigma-Aldrich 
Becton Dickinson 
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実験方法 
 
1.細胞培養 
 Chinese Hamster Ovary (CHO) 細胞株である CHO-W11A、LY-A、LY-A/hCERT は 10% fetal 
bovine serum (FBS) を含む Ham’s Nutrient Mixture F12 (Ham’s F12) (100 U/mL penicillin G, 100 
μg/mL Streptomycinを含む) で 95% air/5% CO2、37 ℃の条件下、培養した。 
 HEK293T細胞 (ヒト胎児腎細胞株) は 10% FBSを含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) (100 U/mL penicillin G, 100 μg/mL Streptomycin を含む) で 95% air/5% CO2、37 ℃の
条件下、培養した。 
 A549 細胞 (ヒト肺がん細胞株) 、L929 細胞 (マウス繊維芽細胞株) 、RLC-18 細胞 (ラット肝細
胞株) は 5% FBSを含む DMEM (100 U/mL penicillin G, 100 μg/mL Streptomycin を含む)で 95% 
air/5% CO2、37 ℃の条件下、培養した。 
 HeLaS3細胞 (ヒト子宮頸がん細胞株) は 1% FBS と 4% bovine serumを含む Iscove’s modified 
Dulbecco’s mediumで 95% air/5% CO2、37℃の条件下、培養した。 
 
2.AA遊離測定 
 CHO-W11A 細胞を 24 well plate に 2×104 cells/well で播種し、約 24 時間培養後、Ham’s F12 
medium (0.05 μCi/mL [
3
H]-AA, 0.1% fatty acid-free bovine serum albmin (BSA) を含む) 500 
μL/wellで 16-18時間培養した。Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (0.1% BSAを含む) 750 
μL/wellで 2回 wash し、DMEM (薬物, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) 300 μLで 37 ℃の条
件下、刺激した。刺激後、上清 200 μL をエッペンドルフチューブに移し、遠心 (8000 rpm, 2 分, 
4 ℃) した。遠心後の上清 150 μLにシンチレーターを添加し、液体シンチレーションカウンターで
放射活性を測定した (A) 。細胞は 2% Triton X-100を 100 μL/wellで加え (final 1%) 、15分振と
うして溶解し、細胞溶解液50 μLにシンチレーターを添加し、同様に放射活性を測定した (B) 。得
られたカウントから下記の式により AA遊離率を測定した。 
 
 Release = (A) × 2 
 Total = (A) × 200/150 + (B) × 200/50 
 AA release (% of total) = Release/Total × 100 
 
3.細胞内移行性 
CHO-W11A 細胞を 12 well plate に 2×104 cells/well となるように播種し、約 24 時間培養後、
Ham’s F12 (0.1% BSAを含む) 1 mLにmedium changeし、16-18時間培養した。HBSS (0.1% BSA
を含む) 1 mLで 2回 wash し、Ham’s F12 (薬物, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) 500 μLで
37 ℃の条件下インキュベーションした。その後、HBSS (0.1% BSA を含む) 1 mLで 2回 wash し、
Bligh&Dyer法 (Fukasawa et al., 2000) を用いて脂質抽出を行った。脂質抽出液の全層画分 100 
9 
μLを 96 well plateに添加し、6-((N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3- diazol-4-yl)amino)hexanoyl) (NBD) の
蛍光発光をイメージアナライザー (LAS1000, Fuji Film) により検出した。化合物添加 30分後の細
胞内取り込み (%) は、Golgi 体マーカーである NBD-C6-Ceramide (NBD-C6-Cer) を指標にして
算出した。 
 
4.細胞内挙動 
 CHO-W11A細胞を glass bottom dishに 0.5×104 cells/dish となるように播種し、約 48時間培養し
た。HBSS (0.1% BSAを含む) 1 mLで 2回 wash し、Ham’s F12 (薬物, 0.1% BSA, 10 mM HEPES
を含む) 1 mLで 37 ℃の条件下で培養した。その後、HBSS (0.1% BSAを含む) 1 mLで 2回wash
し、HBSS (0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) にmedium changeした。NBDの蛍光発光を共焦点
レーザー顕微鏡 (オリンパス FV500-IX 60 倍浸水対物レンズ PlanApo60xWLSM、開口数 1.00)
でアルゴンレーザー  (励起波長 488 nm, 蛍光波長 507 nm) により測定した。また、
BODIPY-TR-Cerはヘリウムネオンレーザー (励起波長 590 nm, 蛍光波長 615 nm) により測定し
た。 
 
5.細胞内 Ca2+濃度観察 
 CHO-W11A細胞を glass bottom dishに 0.5×104 cells/dish となるように播種し、約 48時間培養し
た。HBSS (0.1% BSAを含む) 1 mLで2回washし、Ham’s F12 (5 M Oregon Green 488 BAPTA-1 
AM, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) 1 mLで 30分培養した。その後HBSS (0.1% BSAを含む) 
1 mLで 2回 wash し、更に HBSS (薬物, 0.1% BSA, 10 mM HEPES を含む) 1.8 mLで 30分培養
した細胞に 0.2 mLの HBSS (1 M A23187及び 100 nM PAF, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) 
で刺激を行い、Oregon Greenの蛍光発光を共焦点レーザー顕微鏡 (オリンパス FV500-IX 60倍
浸水対物レンズ PlanApo60xWLSM, 開口数 1.00) でアルゴンレーザー (励起波長 488 nm, 蛍光
波長 507 nm) により測定した。 
 
6.細胞内代謝 
 CHO-W11A 細胞を 12 well plate に 2×104 cells/well となるように播種し、約 24 時間培養後、
Ham’s F12 (0.1% BSAを含む) 1 mLでmedium changeし、16-18時間培養した。HBSS (0.1% BSA
を含む) 1 mLで 2回 wash し、Ham’s F12 (薬物, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) 500 μLで
37 ℃の条件下インキュベーションした。その後、Bligh&Dyer 法を用いて脂質抽出を行った。TLC 
plate にサンプル (有機層) を添加し、展開溶媒 (酢酸：メタノール：水 = 3:1:1) により展開後、代
謝物の蛍光をイメージアナライザー (LAS1000, FujiFilm) を用いて検出した。 
 
7.cPLA2タンパク抽出 
 LipofectAMINE を用いたリポフェクション法により、HEK293T 細胞に cPLA2α (pcDNA4/HisMax 
A-human cPLA2) を遺伝子導入した。遺伝子導入した 48 時間後に細胞を lysis buffer (0.34 M 
10 
sucrose, 100 mM DTT、protease inhibitor (10 μg/mL aprotinin, 10 μg/mL leupeptin, 0.1 mM PMSF), 
0.2% CHAPS, 10 mM HEPES, pH 7.4) ) で回収し、ポッター型ホモジナイザーを用いて細胞をホ
モジナイズした。その後、4 ℃, 15000 rpmで 20分遠心し、上清を回収した。回収したサンプルは
protein asssay kitを用いて (Brad ford法) タンパク質量定量を行い、タンパク質量 0.5 μg/mLにな
るように調節した。 
 
8.in vitro PLA2酵素活性 
 ガラスチューブに、1-Palmitoyl-2-[14C]-Arachidonyl-Phosphatidyl Choline (PAPC) やスフィンゴ
脂質誘導体を加え、窒素ガスで脂質フィルムを形成した。0.00125% トライトンを加え、ソニケーショ
ンを行い、リポソームを形成した。この溶液 50 μL と反応 buffer 175μL (50 μM HEPES pH7.5, 0.1% 
BSA, 4 mM CaCl2) 、酵素 25 μL (cPLA2αや seccretory PLA2Ⅲ (sPLA2Ⅲ) ) を混ぜ、37 ℃で 30
分インキュベーションした。1.25 mLの Dole試薬 (1N H2SO4 / n-Heptane / Isopropanol = 2 / 7 / 78) 
で反応をとめた後に、n-Heptane 750 μL、蒸留水 500 μL加え、ボルテックスした後、3000 rpmで 5
分遠心した。上清 750 μLをとり、シリカゲルの入ったチューブへ移した。そこへ更に n-Heptane 750 
μLを加え、3000 rpmで5分遠心をした。上清1 mLをバイアルへ移し、Microscinti-0を1 mL加え、
液体シンチレーションにより、放射活性を測定した。 
 
9.細胞障害性 
 いずれの細胞も 24 well plateに 2×104 cells/well (無血清時は 1×104 cells/well) となるように播種
し、約24時間培養後、薬物及びFBSを含むHam’s F12やDMEMまたはHam’s F12やDMEM (薬
物, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) にmedium changeし、約 24時間培養。細胞の形態変化を
位相差微分干渉顕微鏡により観察した。 
 
10.Lipid-protein overlay assay 
 Nitrocellulose membrane に脂質を滴下し、風乾した後、membrane を一度水に浸し、blocking 
buffer (2% BSA TBS-Tween20) で blocking (室温, 1時間) した。その後、調節した cPLA2タンパ
ク溶液 (タンパク濃度 0.5 g/mL, 5 mM CaCl2を含む) に membraneを浸した (4℃, overnight) 。
脂質に結合した cPLA2は、anti-cPLA2 antibodyを 4℃, overnightで反応させた後、horse radish 
peroxidase標識された二次抗体を室温で1時間反応させ、SuperSignal West Pico Cemiluminescent 
substrateを反応させ、化学発光をイメージアナライザー (LAS1000, Fuji Film) を用いて検出した。 
 
11.Western blotting 
11.1 サンプル回収 
 CHO-W11A細胞を 6 well plateに 1×105 cells/wellとなるように播種し、約 24時間培養後、Ham’s 
F12 (0.1% BSA を含む) 1 mLに medium change し、16-18時間培養した。HBSS (0.1% BSA を含
む) 1 mLで 2回 wash し、DMEM (薬物, 0.1% BSA, 10 mM HEPESを含む) 1 mLで 37℃の条件
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下、刺激した。刺激後 HBSS (-) で 2回 wash した後、lysis buffer (20 mM Tris, 250 mM sucrose, 1 
mM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitor (10 μg/mL aprotinin, 10 μg/mL leupeptin, 0.1 mM 
PMSF) ) で細胞を回収した。 
 回収した細胞をホモジナイザー (ULTRAS. HOMOGENIZER (TAITEC) ) でホモジナイズした
後に遠心し (15000rpm, 30分, 4℃) 、その上清をサンプルとした。サンプルは protein assay kitを
用いて (Brad ford法) タンパク質定量を行い、タンパク濃度を揃えた後、laemmli bufferを加えて5
分間煮沸した。 
 
11.2 泳動/転写/検出 
 サンプルを SDS-PAGE (5% stacking gel, 7.5 % separating gel) で泳動 (constant voltage 80 V) 
し、ゲル中のタンパクを PDVF membraneに転写 (constant current 0.1 A, 30 分) した。転写後の
membraneは blocking buffer (5% BSA TBS-Tween20) に overnightで浸して blocking した。一次
抗体を室温で2時間反応させ、TBS-Tween20で15分間washした後、更に horse radish peroxidase
標識された二次抗体を室温で 1時間反応させた。反応後の membraneを TBS-Tween20で 5分間
wash、3回 wash した。検出には SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrateを 2-5分間反
応させ、化学発光をイメージアナライザー (LAS1000, Fuji Film) を用いた。 
 Reprobeの際は、stripping buffer (62.5 mM Tris-CHl (pH 6.8) , 8 mM 2-Mercaptoethanol, 2% 
SDS)を 65℃の条件下、30 分間作用させ、TBS-Tween20 で 30 分間、2 回 wash した後、blocking 
buffer (5% BSA TBS-Tween20) に overnightで浸して blockingした。抗体による検出は上記と同様
に行った。 
 Blocking 一次抗体 二次抗体 
phospho-cPLA2 5% BSA TBS-Tween20 ×500 ×3000 (anti -rabbit) 
cPLA2 5% BSA TBS-Tween20 ×1000 ×1000 (anti -mouse) 
Phospho-ERK1/2 5% BSA TBS-Tween20 ×1000 ×1000 (anti -mouse) 
ERK1 5% BSA TBS-Tween20 ×1000 ×3000 (anti -rabbit) 
ERK2 5% BSA TBS-Tween20 ×3000 ×3000 (anti -rabbit) 
 
12.統計解析 
 平均値±標準誤差を異なる 3 回以上の実験の数値より測定している。二群間の有意差検定には
two tailed Student’s t-testを用いて、危険率が 5% 以下の場合を有意とした。 
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1.諸言 
 
ホスホリパーゼ A2 (phospholipase A2:PLA2) は、細胞膜構成成分であるグリセロリン脂質の sn-2
のエステル結合を加水分解することで脂肪酸とリゾリン脂質を生成する酵素である  (Burke and 
Dennis, 2009) 。PLA2は、様々な刺激、具体的にはサイトカインや成長因子、神経伝達物質によっ
て活性化されることが知られている (Hirabayashi and Shimizu, 2000) 。活性化した PLA2によって
切り出される脂肪酸の中でも、Arachidonic acid (AA) は炎症性メディエーター前駆体として知られ
ており、シクロオキシゲナーゼ (COX) やリポキシゲナーゼ (LOX) により、プロスタグランジン
(PGs) やロイコトリエン (LTs) 、トロンボキサン (TXs) といったエイコサノイドに代謝され (Fig.1) 、
様々な生理機能に関与している。これらエイコサノイドは様々な疾患への関与が報告されており、
具体的には、喘息への CysLT (Zhang et al., 2010) や PGD2 (Norman, 2010, Shichijo et al., 2009)
の関与、炎症性腸疾患への PGE2 (Dey et al., 2006, Lejeune et al., 2010) の関与などが、がその例
として挙げられる。更にはがん (Greenhough et al., 2009, Wang and Dubois, 2010) 、アルツハイマ
ー病 (Hoshino et al., 2007, 2009, Hull et al., 2006, Zagol-Ikapitte et al., 2005) への関与も報告さ
れつつある。また、PLA2 欠損マウスを用いた実験より、PLA2 が多発性硬化症の病状進行に関与
する matrix metalloproteinase-9 の発現誘導 (Ii et al., 2008) 、自己免疫性脳脊髄炎の進行
(Marusic et al., 2005) 、自己免疫性糖尿病の進行  (Oikawa et al., 2005) 、脂肪滴の形成 
(Gubern et al., 2009) に関与するという報告も出ている。これら AAカスケードにおけるエイコサノイ
ドの産生には、PLA2による AA 産生が律速であることが知られているため、炎症性メディエーター
前駆体である AA を産生する PLA2を制御する化合物の作製は、これら疾患の新たな治療薬合成
に貢献可能であると考えられる。 
PLA2 の中でも、AA を選択的に切り出す酵素として知られているのは、cPLA2 である (Clark et 
al., 1991) 。現在、哺乳動物においては 20 種類以上の PLA2の存在が報告されており、cPLA2以
外にも、分泌型 PLA2 (sPLA2) や Ca
2+非依存性 PLA2 (iPLA2) が存在することが報告されている。 
cPLA2 は、1986 年にヒトの血小板において最初に同定され (Kramer et al., 1986) 、その後も
様々なサブタイプの存在が確認されている。現在ではⅥA (α) 、ⅥB (β) 、ⅥC (γ) 、ⅥD (δ) 、Ⅵ
E (ε) 、ⅥF (ζ) の６種類が報告されている (Ghosh et al., 2006) 。αは普遍的に存在するが、βは
脳や膵臓、肝臓、心臓、γは骨格筋や心筋、δは皮膚や頚部といった組織に分布している。細胞質
に存在する cPLA2αは、N末端にC2 domainを、C末端に Catalytic domainを持ち、それぞれが制
御を受けることで活性が調節されている。C2 domain は、細胞内 Ca2+濃度上昇に伴った活性化に
重要な役割を担っている。刺激による細胞内 Ca2+濃度上昇により C2 domainに Ca2+が結合するこ
とで、Golgi体やER、核膜周辺部へのトランスロケーションが生じる (Ca2+要求性の必要がないⅥC
を除く) (Murray and Honig, 2002) 。また、Catalytic domain やその近傍には Ser505、Ser727、
Ser515 残基が存在し、これらアミノ酸残基のリン酸化も cPLA2α の活性化に重要な因子である
(Hirabayashi et al., 2004) 。特に Ser505残基は C2 domain と Catalytic domainを結合する領域の
近傍に存在し、このアミノ酸残基がリン酸化を受けることにより、cPLA2α が膜から解離しにくくなり、
第一章：スフィンゴ脂質誘導体を基盤にした新規 cPLA2 阻害剤の探索研究 
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AA 切り出し能力が増加する。また、Ser228、Asp549、Arg200 に変異を加えると、酵素が不活性化
する報告もある (Mouchlis et al., 2012) 。 
以上の点をまとめると、cPLA2α の活性化には、①細胞内 Ca
2+濃度上昇に伴った核膜周辺部へ
のトランスロケーションと、②シグナルカスケードを介したリン酸化の2つが重要であることがわかる。
しかし、近年、cPLA2α の活性を調節する因子として新たに発見されたものがスフィンゴ脂質と呼ば
れるものである (Fig.2) 。これらスフィンゴ脂質の中でも、C1Pや SM、LacCerは、cPLA2α との直接
的相互作用によりその活性を調節するものであることを当研究室の研究により示した (Nakamura 
et al., 2006, 2010, 2013) 。具体的には、C1P は Ca2+依存的に、LacCer は Ca2+非依存的に C2 
domain と直接的相互作用し、cPLA2αの酵素活性を上昇させることを報告している (Lamour et al., 
2009, Nakamura et al., 2006, 2013) 。一方、SMは膜上に存在することで、cPLA2αによる AA切り
出しの際にグリセロリン脂質との相互作用を阻害し、cPLA2α の活性を抑制する (Nakamura et al., 
2010) 。C1P は近年新たに発見されたスフィンゴ脂質であるため、C1P と cPLA2α との直接的相互
作用に着目し、C1P誘導体を合成することで cPLA2αの活性を調節することが出来るのではないか
と考えた。 
 生体内に存在する C1P は N-アシル基の炭素鎖の長さが C16 と非常に長いものが多く存在する
ことが知られている。そこで、炭素鎖の長さを変えた C1P は、生体に与える影響が異なるのではな
いかと考え、千葉大学薬品合成化学研究室との共同研究の下、新たな C1P 誘導体の合成に着手
した。単に N-アシル基の炭素鎖の長さを変えるだけでなく、リン酸基を Mono-Methyl (MM) や
Di-Methyl (DM) で修飾した C1P 誘導体も合成した (Fig.3) 。リン酸基をこのように変化させた
C1Pは今までに存在しないため、リン酸基を修飾した C1P誘導体を合成したことは、非常に新規性
の高いことであると考えられる。その結果、リン酸基をDMで修飾し、炭素鎖の長さがC2～5のC1P
誘導体は cPLA2αの活性を抑制したものの、強い細胞障害性を示すことが判明した (Makiyama et 
al., 2010) 。そこで、本研究ではこれまでの実験結果を踏まえ、細胞障害性がなく、cPLA2α阻害作
用を有する新たな C1P誘導体の開発に着手した。
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2.結果 
 
1.C1P誘導体の合成 
 生体内に最も多く存在すると言われている C1P は N-アシル基の炭素鎖の長さが C16 であること
が知られている。以前、私たちは N-アシル基の長さを C2 から C18 まで変更し、リン酸基の部分を
MM や DM で修飾した C1P 誘導体を合成した (Fig.3) 。その結果、炭素鎖の短い C2-, C5-, 
C6-DM-C1P は cPLA2抑制作用を有するものの、細胞障害性を持つことが判明した (Makiyama 
et al., 2010) 。そこで今回は、N-アシル基の炭素鎖の長さをC2からC18まで変更し、リン酸基の部
分を Di-Ethyl (DE) で修飾した C1P誘導体を合成した(Fig.4)。 
 
2.cPLA2, sPLA2Ⅲ由来 AA releaseに対する C1P誘導体の影響 
[
3
H]-AAで 16～18時間ラベルし washを行った CHO-W11A細胞に 10 μM C1P誘導体を処置
し、30分後、3時間後のAA releaseを測定した結果、C1P誘導体単独ではAA releaseに影響を与
えることはなかった (data not shown) 。このことから、C1P 誘導体は単独では PLA2活性に影響を
与えないことが判明した。 
次に、cPLA2活性化剤である 100 nM Platelet activating factor (PAF) 刺激による AA releaseへ
の影響を検討した。DE-C1Pを 30分前処置し、その後PAF刺激 30分後のAA releaseを測定した。
その結果、N-アシル基の長さが C2 の C2-DE-C1P のみが、cPLA2α 由来 AA release を抑制した 
(Fig.5) 。また、この抑制作用は、C2-DE-C1P 処置後に wash を行うことで消失した (data not 
shown) 。 
続いて、細胞膜の遊離脂肪酸を切り出す酵素として知られている sPLA2Ⅲ刺激による AA 
releaseへの影響を検討した。先程と同様に、DE-C1Pを 30分前処置し、1 g/mL sPLA2Ⅲ刺激 30
分後のAA releaseを測定した。その結果、先ほど cPLA2α由来AA releaseを抑制したC2-DE-C1P
を含む全ての DE-C1Pは、sPLA2Ⅲ由来の AA releaseを抑制しなかった (Fig.6) 。 
 更に、C2-DE-C1P による cPLA2由来 AA release 抑制作用が濃度依存的であるかを検討した。
その結果、cPLA2由来 AA release は C2-DE-C1P の濃度依存的に抑制されることが判明した 
(Fig.7) 。なお、cPLA2を活性化することが知られている 1 M A23187 (Ca
2+
 ionophore) と 100 
nM PMA (Protein kinase C (PKC) activator) 併用刺激による AA releaseに対しても、C2-DE-C1P
は抑制作用を示した (Fig.7) 。 
 
3.C1P誘導体の細胞障害性検討 
 CHO-W11A細胞、L929細胞、RLC-18細胞に C1P誘導体を 10 μM 添加し、24時間後の細胞
障害性を検討した。なお、NBD-C6-Cer はアポトーシス誘発作用を有するため、ポジティブコントロ
ールとして使用した。その結果、今回作製したC2-DE-C1Pを含む全てのDE-C1Pは細胞障害性を
示すことはなかった (Fig.8) 。 
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4.PAF刺激による ERK1/2及び cPLA2のリン酸化に対する C2-DE-C1Pの影響 
 cPLA2の活性化経路の一つであるシグナルカスケードを介したリン酸化について検討を行った。
CHO-W11A細胞に 10 μM C2-DE-C1Pを 30分前処置し、その後、100 nM PAFによる ERK1/2の
リン酸化をWestern blottingを用いて観察した。その結果、C2-DE-C1Pは PAF刺激 10分後に見ら
れるERK1/2のリン酸化及び cPLA2のリン酸化を抑制することはなかった (Fig.9) 。また、ERK1/2
及び cPLA2の発現量にも影響を及ぼさないことも同時に判明した。 
 
5.PAF刺激及び A23187刺激による細胞内 Ca2+濃度上昇に対する C2-DE-C1Pの影響 
cPLA2の活性化経路の一つである細胞内 Ca
2+濃度上昇に対する影響について検討した。
CHO-W11A細胞に 5 M Oregon Green 488 BAPTA-1 AMを 30分処置し、細胞を 2回 wash し
た後に、10 M C2-DE-C1Pを30分処置した。その後、1 M A23187及び 100 nM PAFを処置し、
細胞内 Ca2+濃度の上昇を共焦点顕微鏡により観察した。その結果、C2-DE-C1P の存在下におい
ても、刺激によるの上昇は無処置群とほぼ同程度まで生じていたことが確認出来た (Fig.10) 。 
 
6.GFP-cPLA2及び GFP-C2 domain の核膜周辺部へのトランスロケーションに対する C2-DE-C1P
の影響 
 続いて、細胞内 Ca2+濃度上昇に伴って生じる cPLA2の核膜周辺部へのトランスロケーションに
対する影響を検討した。CHO-W11A細胞にプラスミドベクターを用いて、蛍光タンパク質の GFPを
融合させた cPLA2(GFP-cPLA2) 及び、C2 domain (GFP-C2 domain) を遺伝子導入し、その細
胞内挙動を共焦点顕微鏡で観察した。無処置群では 100 nM PAF刺激によりGFP-cPLA2が核膜
周辺部へトランスロケーションしたものの、10 M C2-DE-C1P を 30分前処置した細胞ではトランス
ロケーションが生じることはなかった (Fig.11A) 。一方で、PAF刺激による GFP-C2 domainのトラン
スロケーションは C2-DE-C1P 存在下においても生じていた (Fig.11B) 。また、C2-DE-C1P は
A23187 刺激による GFP-cPLA2のトランスロケーションは抑制するものの  (Fig.12) 、GFP-C2 
domainのトランスロケーションを抑制することはなかった (Fig.13) 。 
 続いて、既存の cPLA2阻害剤である Pyrrophenone と cPLA2α由来 AA release抑制作用を有し
ていなかった C16-DE-C1Pの、GFP-cPLA2及び GFP-C2 domainのトランスロケーションに与える
影響についても検討した。2 M Pyrrophononeや 10 M C16-DE-C1P を 30分前処置した細胞で
は、A23187刺激による GFP-cPLA2(Fig.12) 及び GFP-C2 domain (Fig.13) のトランスロケーショ
ンが抑制されることはなかった。 
 
7.In vitro PLA2酵素活性に対する C2-DE-C1Pの影響 
 C2-DE-C1Pが in vitroにおいて cPLA2酵素活性を抑制するのか検討した。基質である PAPC と
C2-DE-C1P を混ぜたリポソームを用いた実験系では、cPLA2酵素活性が抑制されたのに対し、
別々にリポソームを作成した系では、抑制作用が見られなかったFig.14。また、どちらの実験系
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においても、C2-DE-C1Pは sPLA2Ⅲの酵素活性を抑制することはなかった。一方で、先程 cPLA2
由来放出抑制作用を示さなかった C16-DE-C1Pは in vitro cPLA2酵素活性を抑制すること
はなかったFig.15。 
 
8.C2-DE-C1P と cPLA2の直接的相互作用 
 C2-DE-C1Pが cPLA2と直接的相互作用することで、活性抑制を示すのかを検討するため、
Lipid-protein overlay assay法を実施した。その結果、C2-DE-C1Pは cPLA2と直接結合することは
なかったFig。しかし、cPLA2の Catalytic domain と相互作用することが報告されている
PtdIns-(4,5)-P2(1,2-dipalmitoyl) (PIP2) や Phosphatidylserine (PS) と cPLA2の結合を阻害した
Fig。一方で、C2 domain と相互作用することが報告されている C16-C1P と cPLA2の結合を
阻害することはなかったFig。また、C16-DE-C1Pは PIP2や PS と cPLA2の結合を阻害する
ことはなかった。
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Fig.1 cPLA2 
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Fig.2 Metabolism of Sphingolipids 
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Fig.3 Formula of MM- and DM-C1P 
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Fig.4 Formula of DE-C1P 
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Fig.5  Effects of ethyl-ester analogs of C1P on the PAF-induced release of AA in CHO-W11A cells. 
 [3H]-AA labeled cells were treated with the indicated C1P analogs at 10 M for 30 min, and then 
stimulated for 30 min with 100 nM PAF.  Data are normalized as a fold of the value with respective 
stimuli, and are the mean + S. E. M for three independent experiments. 
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Fig.6  Effects of ethyl-ester analogs of C1P on the sPLA2Ⅲ-induced release of AA in CHO-W11A 
cells. 
 [3H]-AA labeled cells were treated with the indicated C1P analogs at 10 M for 30 min, and then 
stimulated for 30 min with 1 g/mL of type Ⅲ secretory PLA2.  Data are normalized as a fold of 
the value with respective stimuli, and are the mean + S. E. M for three independent experiments. 
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Fig.7 C2-DE-C1P inhibited PAF-induced release of AA concentration-dependently in CHO-W11A 
cells..  
 [3H]-AA labeled cells were treated with vehicle (○, △) , or indicated concentrations of 
C2-DE-C1P (●, ▲) .  Then, the cells were stimulated with 100 nM PAF (○, ●) or 1 M 
A23187 plus 100 nM PMA (△, ▲) .  Data are normalized as folds of the values with respective 
stimuli without C2-DE-C1P, and are the mean + S. E. M. for four independent experiments. 
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Fig.8 C2-DE-C1P did not cause morphological changes in various cells. 
 CHO-W11A (Panel A) , L929 (Panel B) , RLC-18 (Panel C) cells were treated with vehicle (a) , 
C2-DE-C1P (b) , NBD-C6-Cer (c) , at 10 M for 24 h, and morphological changes was observed by 
phase contrast microscopy.  Data are from a representative experiment repeated three times with 
similar results. 
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Fig.9 Effect of C2-DE-C1P on PAF-induced phosphorylation of ERK1/2 and cPLA2 in 
CHO-W11A cells. 
 Cells were treated with vehicle or 10 M C2-DE-C1P for 30 min, and then stimulated with 100 nM 
PAF for 10 min.  The cell lysate were analyzed by Western blotting with the indicated antibodies.  
p-ERK1/2 and p-cPLA2 are phosphorylated forms of the enzymes, respectively.  Data are from a 
representative experiment repeated three times with similar results. 
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Fig.10 Effect of C2-DE-C1P on [Ca2+]i levels in CHO-W11A cells. 
 Cells were labeled with 5 M Oregon Green 488 BAPTA-1 AM, a Ca2+ indicator for 30 min.  
Then, the cells were washed and stimulated with 1 M A23187 or 100 nM PAF for 20 s and 30 s, 
respectively.  In some experiments, cells were pretreated with 10 M C2-DE-C1P for 30 min before 
assays.  Typical images before (-) and after (+) stimulation are shown.  Data are from a 
representative experiment repeated four times with similar results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11 Effect of C2-DE-C1P on PAF-induced translocation of GFP-cPLA2 and GFP-C2 domain in 
CHO-W11A cells. 
 Cells were transfected with the expression vectors for GFP-cPLA2 (Panel A) and for GFP-C2 
domain of the enzyme (Panel B) .  Then, the cells were stimulated with 100 nM PAF for 30 s.  In 
panels, white arrow heads indicate the typical areas showing an increase in fluorescence.  Cells 
were pretreated with 10 M C 2-DE-C1P for 30 min before the assays.  Typical images before (-) 
and after (+) stimulation are shown.  Data are from a representative experiment repeated four times 
with similar results. 
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Fig.12 Effects of DE-C1Ps and Pyrrophenone on A23187-induced translocation of GFP-cPLA2 in 
CHO-W11A cells. 
 Cells were transfected with the expression vectors for GFP-cPLA2.  Then, the cells were 
stimulated with 1 M A23187 for 20 s.  In panels, white arrow heads indicate the typical areas 
showing an increase in fluorescence.  Cells were pretreated with vehicle (a and e), 10 M 
C2-DE-C1P (b and f) , 2 M Pyrrophenone (c and g) , 10 M C16-DE-C1P (d and h) for 30 min 
before the assays.  Typical images before (-) and after (+) stimulation are shown.  Data are from a 
representative experiment repeated four times with similar results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.13 Effects of DE-C1Ps and Pyrrophenone on A23187-induced translocation of GFP-C2 doamin 
in CHO-W11A cells. 
 Cells were transfected with the expression vector for GFP-C2 domain of cPLA2.  Then, the cells 
were stimulated with 1 M A23187 for 20 s.  In panels, white arrow heads indicate the typical areas 
showing an increase in fluorescence.  Cells were pretreated with vehicle (a and d), 10 M 
C2-DE-C1P (b and e), 2 M pyrrophenone (c and f) for 30 min before the assays.  Typical images 
before (-) and after (+) stimulation are shown.  Data are from a representative experiment repeated 
four times with similar results 
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Fig.14 C2-DE-C1P induced inhibition of cPLA2 activity, but not secretory PLA2 activity, in vitro. 
 The PLA2 activity in the cytosolic fraction from HEK293T cells expressing human cPLA2 (○, 
●) and the activity of typeⅢ secretory PLA2(△, ▲) were measured.  In Panel A, the PLA2 
activity in the liposomes, which combined PAPC with C2-DE-C1P at the indicated molar ratios, was 
measured.  In Panel B, the PAPC liposomes and the C2-DE-C1P liposomes were separately 
prepared.  The PLA2 activity was examined in the mixed liposomes at the indicated molar ratios.  
Data are normalized as a fold of control, and are the mean + S. E. M. for three independent 
experiments. 
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Fig.15 C16-DE-C1P did not inhibit cPLA2 activity, in vitro. 
 The PLA2 activity in the cytosolic fraction from HEK293T cells expressing human cPLA2 was 
measured.  The PLA2 activity in the liposomes, which combined PAPC with C2-DE-C1P or 
C16-DE-C1P at 5 = (C2-DE-C1P/PAPC) molar ratio, was measured.  Data are normalized as a fold 
of control, and are the mean + S. E. M. for three independent experiments. 
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Fig.16 Inhibitory effect of C2-DE-C1P on the binding of cPLA2 to PIP2 and PS, but not to 
C16-C1P. 
 The binding of cPLA2 to PIP2, PS and C16-C1P was examined using the lipid-protein overlay 
assay in the presence of vehicle, C2-DE-C1P, and C16-DE-C1P.  The mixed lipids containing the 
indicated lipids and DE-C1P analogs in the solvent (chloroform:methanol=1:1) were spotted onto a 
Hybond C membrane.  Lipids used were 5 nmol PIP2, 100 nM PS, 25 nmol C16-C1P.  Data are 
from a typical experiment.  
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3.考察 
 
cPLA2の活性化制御機構には、①細胞内 Ca
2+濃度上昇による核膜周辺部へのトランスロケー
ションと②MAPK, CaMKⅡなどのキナーゼ経路によるリン酸化の 2 つが主な経路であることが、多
くの研究により報告がされている (Fig.1) 。また、PIP2 は cPLA2との直接的な相互作用により、そ
の活性を上昇させることも判明している (Balsinde et al., 2000) 。近年、このような直接的相互作用
を示す脂質の存在が明らかになり、当研究室でも、スフィンゴ脂質 (Fig.2) の一種である C1P や
LacCer が cPLA2α との直接的相互作用により、その活性制御に関与していることを報告している
(Nakamura et al., 2006, 2013) 。そこで、直接的相互作用が確認されている C1Pの誘導体を合成
することで、cPLA2αの活性を制御出来るのではないかと考え、C1P誘導体を合成し、cPLA2α活性
に対する影響についての研究を実施した。毒性がなく、且つ、cPLA2α阻害作用を有するC1P誘導
体を合成し、cPLA2α 阻害という新規作用機序を持った治療薬作製に貢献することが本研究の最
終目標である。 
 現在、スフィンゴ脂質の中心化合物であるCerがCERKによりリン酸化を受けることでC1Pが産生
することが報告されている (Pettus et al., 2005) 。しかし、CERKをノックダウンしても C1Pの産生が
完全に抑制されないことから、C1P 産生経路は CERK のみでないことが示唆されているが
(Wijesinghe et al., 2010) 、その詳細は未解明である。また、C1Pが持つ生理作用についても未解
明な部分が非常に多いが、cPLA2α 活性化以外に現在知られている作用としては①抗アポトーシ
ス作用 (Gangoiti et al., 2008, Gómez-Muñoz et al., 2004, 2005) ②酸性スフィンゴミエリナーゼ阻
害作用 (Gómez-Muñoz et al., 2004) ③ファゴサイトーシスの促進 (Hinkovska-Galcheva et al., 
2005) ④マスト細胞脱顆粒の促進 (Mitsutake et al., 2004, 2010) が挙げられる。更に、マクロファ
ージにおいてグルコースの取り込みを制御するといった報告もなされ (Ouro et al., 2013) 、新機能
が徐々に明らかになりつつある。生体内に存在する C1P は、N-アシル基の炭素鎖の長さが C16 と
長いものが非常に多く存在することが知られている。そこで、この炭素鎖の長さを変化させた C1P
誘導体は細胞に与える影響が異なるのではないかと考え、炭素鎖の長さをC2からC18まで変化さ
せるだけでなく、更に、リン酸基を MM もしくは DM で修飾した C1P 誘導体も合成し (Fig.3) 、
cPLA2α 阻害作用を有する C1P 誘導体の開発に着手した。その結果、C16-ではなく、C2-, C5-, 
C6-DM-C1Pのように炭素鎖の短い C1P誘導体は cPLA2α由来AA release抑制作用を有している
ことが明らかとなった (Makiyama et al., 2010) 。しかし、強い細胞障害性を持っていたことから、細
胞障害性がない cPLA2α阻害剤としての C1P誘導体を開発することを試みた。 
 上記に示したように、N-アシル基の長さが短く、且つ、リン酸基が DM で修飾された誘導体は
cPLA2α阻害作用を有する。そこで、N-アシル基の長さは以前と同様のものを用意し、リン酸基の修
飾を DEにした誘導体を合成し (Fig.4) 、cPLA2α由来 AA releaseに対する影響を検討した。 
 CHO-W11A細胞を用いて DE-C1P の cPLA2α由来 AA releaseに対する影響を検討した結果、
C2 と N-アシル基の炭素鎖が短い C1P 誘導体 (C2-DE-C1P) は cPLA2α 活性化刺激である 100 
nM PAFによる AA release抑制効果を持つことが判明した (Fig.5) 。なお、この C2-DE-C1Pによる
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cPLA2α由来AA release抑制作用は、C2-DE-C1Pを処置後にwashを行うことで消失した (data not 
shown) 。このことから、C2-DE-C1P は標的部位に可逆的に作用している化合物であることが推測
される。実際に、cPLA2α阻害作用を有していた C2-DM-C1P は細胞内蓄積率が非常に悪いことを
以前示しており (Makiyama et al., 2010) 、C2-DE-C1P も細胞外へと排出されていた可能性がある。
また、この cPLA2α由来 AA release抑制作用が C2-DE-C1Pの濃度依存的に生じることも明らかと
なった (Fig7) 。更に、C2-DE-C1Pは別の cPLA2α活性化剤である 1 M A23187 / 100 nM PMA
併用刺激による cPLA2α由来AA releaseも抑制することが判明した (Fig.7) 。しかし、この結果だけ
では、cPLA2α由来AA releaseのみを抑制していると断定するには不十分であったため、別の刺激
による AA releaseに対する DE-C1Pの作用について検討した。そこで、細胞膜上の遊離脂肪酸を
切り出す sPLA2Ⅲ由来の AA release への影響を検討した結果、DE-C1P の中に sPLA2Ⅲ由来の
AA releaseを抑制するものは存在しなかった(Fig.6) 。また、DE-C1Pを単独で 3時間処置しても、
AA releaseに顕著な違いが出ることはなかった (data not shown) 。 
 次に、この cPLA2α由来AA releaseを抑制した C1P誘導体 (C2-DE-C1P) が細胞障害性を持つ
かを検討した。CHO-W11A、L929、RLC-18細胞に 10 M DE-C1Pを 24時間処置し、位相差微分
干渉顕微鏡により細胞の形態変化を観察したところ、DM-C1P とは異なり、どの細胞においても障
害性を示すことはなかった (Fig.8) 。リン酸基を DE で修飾したことにより障害性が軽減されたが、
細胞の成長及びアポトーシス誘発に関与する因子は非常に多く存在するため、DM-C1P による障
害性が何に由来し、且つ、DE-C1P にしたことでその標的に対する作用が増減したかを検討してい
ない。Cerはカスパーゼ経路 (Banerjee et al., 2012) 及び L型アミノ酸トランスポーター阻害作用を
有している (Guenther et al., 2008) ことから、細胞障害性を示した C1P誘導体のこれらのタンパク
への影響を検討したい。 
新たに見出した C2-DE-C1Pがどのような経路で cPLA2α由来 AA releaseを抑制しているのかを
明らかにするべく、キナーゼを介した cPLA2α のリン酸化に対する C2-DE-C1P の影響について
Western blotting 法を用いて検討した。PAF 刺激により、受容体を介して ERK1/2 の Thr202 及び
Thr204残基がリン酸化され、その後 cPLA2α の Ser505残基がリン酸化されることで、cPLA2α の活
性が上昇することが報告されている (Casas et al., 2010) 。そこで、10 M C2-DE-C1Pを 30分前処
置し、100 nM PAF刺激 10分後の細胞におけるそれぞれのタンパクのリン酸化を比較検討したが、
C2-DE-C1P の存在に有無に関わらず、どちらのタンパクも刺激によりリン酸化されることが判明した
(Fig.9) 。また、PMA 刺激によるそれぞれのタンパクのリン酸化に対しても、影響は与えることはな
かった (data not shown) 。先述したように、様々なキナーゼにより cPLA2αはリン酸化されることが
知られているが、本研究では p38や CaMKⅡを介した cPLA2αのリン酸化に与える C2-DE-C1Pの
影響は検討していない。しかし、C2-DE-C1P は A23187 単独刺激による cPLA2α 由来 AA release
も抑制したことから (data not shown) 、キナーゼを介したリン酸化経路は C2-DE-C1Pの作用点で
はないことが推測される。 
 続いて、cPLA2α 活性化経路の一つである細胞内 Ca
2+濃度上昇及び、それに伴って生じる核膜
周辺部へのトランスロケーションに対するC2-DE-C1Pの影響について検討した。Oregon Green 488 
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BAPTA-1 AMは細胞膜を透過し、細胞内の Ca2+をキレートすることにより、自身のコンフォメーショ
ン変化を引き起こし、蛍光を発することが知られている。そこで、共焦点顕微鏡を用い、Oregon 
Green 488 BAPTA-1 AMにより増強された蛍光の強さを観察することで、細胞内Ca2+濃度を測定し
た。5 M Oregon Green BAPTA-1 AMを 30分細胞に取り込ませ、2回 wash した細胞に 10 M 
C2-DE-C1P を更に 30分処置し、100 nM PAF及び 1 M A23187刺激を行い細胞内 Ca2+濃度を
観察した。しかし、無処置群及び C2-DE-C1P 処置群のいずれも細胞においても、刺激により細胞
内 Ca2+濃度の上昇を観察することが出来た (Fig.10) 。また、どちらの刺激においても、細胞内
Ca
2+濃度上昇は刺激後数十秒で生じ、C2-DE-C1P によるピーク時間の遅延が生じることもなかっ
た。次に、蛍光タンパクである GFP を cPLA2α に融合させたキメラタンパク (GFP-cPLA2α) を細胞
に発現させ、刺激によるGFP-cPLA2αの核膜周辺部へのトランスロケーションに対する C2-DE-C1P
の影響を、共焦点顕微鏡により観察した。GFP-cPLA2α をトランスフェクションさせた細胞に 10 M 
C2-DE-C1Pを 30分前処置し、100 nM PAF刺激前後の GFP-cPLA2αの細胞内挙動を観察した。
無処置群では、PAF刺激 30秒後に cPLA2αが核膜周辺部へトランスロケーションする様子が観察
出来た (Fig.11) 。しかし、C2-DE-C1P存在下ではこのトランスロケーションが抑制されていることが
判明した (Fig.11) 。cPLA2α には核膜周辺部へのトランスロケーションに関与することが知られて
いる C2 domainと酵素活性を持つ Catalytic domainの 2つが存在することが報告されている。上記
の実験結果より、C2-DE-C1PがC2 domainに作用して cPLA2αの核膜周辺部へのトランスロケーシ
ョンを抑制していると推測した。そこで、蛍光タンパクである GFP を C2 domain に融合させたキメラ
タンパク (GFP-C2 domain) を細胞に発現させ、PAF刺激による GFP-C2 domainのトランスロケー
ションに対する C2-DE-C1P の影響を検討した。しかし、無処置群、C2-DE-C1P 処置群のいずれも、
PAF 刺激により GFP-C2 domain がトランスロケーションする様子が観察出来た (Fig.11) 。更に、
C2-DE-C1P は A23187 刺激による GFP-cPLA2α のトランスロケーションは抑制し (Fig.12) 、
GFP-C2 domainのトランスロケーションは抑制しない (Fig.13) ことも観察することが出来た。この結
果から、C2-DE-C1Pは cPLA2αの Catalytic domainに作用することで cPLA2α阻害作用を示すこと
が推測された。一般的に Catalytic domain は cPLA2αの核膜周辺部へのトランスロケーションに関
与しないことが知られている。しかし、Casas らの報告により、cPLA2αの Catalytic domainに存在す
るアミノ酸残基が cPLA2αの核膜周辺部への滞在時間に影響を与えることが示唆された (Casas et 
al., 2010) 。本研究では、C2-DE-C1Pがそのアミノ酸残基に直接的、もしくは間接的に影響を及ぼ
し、核膜周辺部へトランスロケーションしてきた cPLA2αの滞在時間を減少させることで、トランスロケ
ーションが抑制されたように観察出来たのではないかと考えている。 
また、既存の cPLA2α阻害剤である Pyrophenoneは cPLA2αの酵素活性を抑制することが報告さ
れているが (Ono et al., 2002) 、cPLA2α のトランスロケーションを検討したものはない。そこで、
Pyrrophenone が cPLA2α のトランスロケーションに与える影響を先程と同様の条件下で実験した。
その結果、Pyrrophenone 存在下においても cPLA2α がトランスロケーションする様子が観察出来た
(Fig.12) 。更に、GFP-C2 domain のトランスロケーションも観察することが出来た (Fig.13) 。このこ
とから、C2-DE-C1Pは既存の阻害剤であるPyrrophenoneとは異なり、cPLA2αの局在変化を阻害す
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ることで cPLA2αを阻害していることが判明した。 
なお、cPLA2α 由来 AA 放出抑制作用を示さなかった C16-DE-C1P は、A23187 刺激による
cPLA2α のトランスロケーションを抑制しないことも観察することが出来た (Fig.12) 。このことから、
側鎖の炭素鎖の長さが cPLA2α のトランスロケーション阻害に重要であることが示唆された。Cer は
側鎖の炭素鎖の長さと相関して、ミトコンドリア障害を引き起こすことが知られている(Falluel-Morel 
et al., 2004) 。このことからも、新規合成したDE-C1Pの炭素鎖の長さが cPLA2α阻害作用に大きな
影響を及ぼしていることは十分に考えられる。 
 以前、私達はDM-C1Pが cPLA2αの酵素活性を抑制することで cPLA2αの活性を抑制しているこ
とを報告した (Makiyama et al., 2010) 。そこで、in vitro PLA2酵素活性実験を行い、今回 cPLA2α
阻害剤として見出した C2-DE-C1P も cPLA2αの酵素活性を抑制するのかを検討した。本実験では、
基質である PAPCのリポソームを作成し、精製した cPLA2αと混ぜることにより切り出されたAA放出
を測定している。C2-DE-C1P と PAPCを混ぜてリポソームを作成した際は、cPLA2αによる[
14
C]-AA
の放出量は、リポソームでの C2-DE-C1Pの比率が上昇するにつれて抑制された (Fig.14) 。しかし、
別々にリポソームを作成して実験を行った結果、C2-DE-C1P による cPLA2α 活性抑制作用は減弱
し、抑制作用はほぼ見られなかった (Fig.14) 。また、どちらの条件下においても C2-DE-C1P は
sPLA2Ⅲによる[
14
C]-AA の放出量を抑制することはなかった (Fig.14) 。このことから、C2-DE-C1P
は基質側に存在することで、cPLA2αが基質と相互作用することを阻害し、結果として cPLA2αの活
性抑制作用を示していることが推測される。なお、C2-DE-C1P に蛍光基である NBD が結合した化
合物が存在しないため、C2-DE-C1P の細胞内局在部位を観察することが出来ていない。また、
cPLA2α由来AA放出抑制作用を有していなかったC16-DE-C1Pは cPLA2α活性抑制作用を示す
ことはないことも確認することが出来た (Fig.15) 。 
続いて、C2-DE-C1Pが cPLA2αの C2 domain と Catalytic domainのどちらの domainに作用して
いるのかを明らかにするために、Lipid-protein overlay assay法を用いて実験を行った。所定の濃度
の脂質を Hybond C membrane に添付し、HEK細胞から抽出した cPLA2α を作用させた後に、抗
cPLA2α 抗体を用いてバンドを検出した。その結果、C2-DE-C1P 存在下ではバンドが検出出来な
かったことから、C2-DE-C1Pは cPLA2αとは結合しないことが判明した (Fig.16) 。次に、cPLA2α結
合脂質として知られている脂質の cPLA2α 結合に対する影響について検討することにした。
C16-C1P は C2-domain に作用して cPLA2α の核膜周辺部へのトランスロケーションを促進し、PIP2
は Catalytic domainに作用して cPLA2αの酵素活性を上昇させることが知られている (Balsinde et 
al., 2000, Lamour et al., 2009) 。また、当研究室では PSが Catalytic domainに結合することを報告
している (Nakamura et al., 2010) 。C2-DE-C1P存在下において、それぞれの脂質の cPLA2αへの
結合具合を評価した結果、C16-C1P の cPLA2α への結合は抑制しないものの、PIP2 や PS の
cPLA2αへの結合は C2-DE-C1Pの存在下により抑制されることが判明した (Fig.16) 。このことから、
C2-DE-C1Pは Catalytic domainに結合する脂質の cPLA2αへの結合を抑制することで cPLA2αの
活性を抑制していることが示唆された。一方で、cPLA2α 由来 AA 放出抑制作用を有していない
C16-DE-C1Pは cPLA2αと結合することもなく、また、PIP2や PSの cPLA2αへの結合を抑制すること
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もなかった (Fig.16) 。先述したように Casas らの発表 (Casas et al., 2010) によると Catalytic 
domain に存在するアミノ酸基は cPLA2α の核膜周辺部への滞在時間に影響を与えることが示唆さ
れている。このことから、C2-DE-C1PはCatalytic domainに結合する脂質と cPLA2αとの結合を抑制
することで、cPLA2α の酵素活性を抑制するだけでなく、cPLA2α の核膜周辺部への滞在時間も減
少させることで PLA2α 阻害作用を示すことが推測される。しかし、C2-DE-C1P が cPLA2α と競合的
に PIP2もしくは PS に結合する可能性を否定出来ていない。今後は PIP2や PS が結合する他の脂
質に対する C2-DE-C1Pの検討を行うことで、上記の可能性の是非を明らかにしたい。 
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1.諸言 
 
Golgi体は、cisterna と呼ばれる扁平型の嚢が層状に積み重なった構造をしており、ERで合成さ
れたタンパクを修飾し、その後適切なコンパートメントへ輸送するのに重要な役割を担っている
(Day et al., 2013, Tucholski et al., 2013) 。具体例を挙げると、具体例を挙げると、リソソーム酵素で
ある-hexosaminidaseや Cathepsin D は ER で合成され、その後 cis-Golgi と呼ばれる ER側に面
する Golgi体へ輸送される (Ikeda et al., 2008, Paduraru et al., 2013) 。また、細胞膜上に存在する
受容体やトランスポーターも Golgi体で修飾を受けることが知られている (Duvernay et al., 2005) 。 
タンパクの修飾及び輸送を制御する Golgi 体は、細胞分裂時や分化時にダイナミックに構造を
変化させることも報告されている (Radulescu and Shields, 2012) 。具体例を挙げれば、GM130は
中間期においてリン酸化を受けると Golgi体の断片化を促し (Sönnichsen et al., 1998) 、終期にお
いて脱リン酸化を受けると再会合を促すといった報告が存在する (Nakamura et al., 1997) 。このよ
うに Golgi体は断片化と再会合を繰り返すことが知られているが、様々な疾患において Golgi 体の
異常な断片化が報告されている。具体例を挙げれば、がん (Weller et al., 2010) 、アルツハイマー
病 (Nakagomi et al., 2008) 、筋委縮性側索硬化症 (Furuta et al., 2013) 、パーキンソン病 (Fujita 
Y et al., 2006) 、多系統委縮症 (Sakurai et al., 2002, Takamine et al., 2000) など、神経変性疾患
との関連性が深いことが知られている。Golgi体の異常断片化の原因としては、Golgi体に存在する
Golgin-160がカスパーゼによって過剰に分解されることで、Golgi体の構造及び機能が保持できな
くなることが報告されている (Mancini et al., 2000) 。また、Src family kinase の過活性化により、
Dynamin2が活性化され、Golgi体が断片化したまま元に戻らないことも報告されている (Weller et 
al., 2010) 。 
このようなGolgi体の形態変化を観察する手法には、①蛍光タンパクを結合させたGolgi体局在
タンパクをトランスフェクションにより発現させる方法、②Golgi 体に局在するタンパクを免疫染色法
により観察する方法、③蛍光基の結合した低分子化合物を用いる方法がある。具体的には、蛍光
タンパクを融合させたガラクトシルトランスフェラーゼを遺伝子導入する手法 (Takagi et al., 2013) 、
cis-Golgi に存在する GM130 を免疫染色法にて観察している論文は多数存在する (Lowe et al., 
2000, Nakamura, 2010) 。一方、Golgi体マーカーとして知られている NBD-C6-Cerは細胞内で代
謝を受けてしまうこと (Tada et al., 2010) 、細胞障害性を持つことが報告されており (Makiyama et 
al., 2010) 、Golgi体の観察に不向きな点が存在するのも事実である。 
 本研究は第一章で用いたスフィンゴ脂質誘導体の細胞内挙動を観察していた際に、遊離-OH 基
を Acetyl-基で修飾し、蛍光基である NBDを結合させた Ac-C16-Cer-NBDが細胞内のある部位に
局在していることが偶然発見されたことから始まった研究である。 
第二章：スフィンゴ脂質誘導体を基盤にした新規 Golgi 体マーカーの探索研究 
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2.結果 
 
1.スフィンゴ脂質誘導体の合成 
 これまで、C1P のリン脂質を MMや DM、DE で修飾した C1P 誘導体を作製し、細胞に対する影
響について検証してきた。そこで、リン酸基ではなく、セラミドの遊離-OH を Acetyl-基で修飾した誘
導体を合成し (Fig.17) 、細胞に与える影響について検討した。 
 
2.Acetyl型スフィンゴ脂質誘導体の細胞内挙動 
CHO-W11A細胞に1 μM スフィンゴ脂質誘導体を4℃で 30分処置し、washを2回行った直後、
15分後、48時間後の細胞内挙動を共焦点顕微鏡により観察した。その結果、Ac-C16-Cer-NBDは、
wash 直後の段階では細胞質に存在していたが、15 分後には細胞内の特定の部位に局在する様
子が観察出来、この局在は 48 時間後も観察することが出来た (Fig.18) 。既存の Golgi 体マーカ
ーであるNBD-C6-Cerはwash15分後からGolgi体に局在する様子を観察することが出来たが、48
時間後の段階では Golgi体に局在する蛍光が減弱していた (Fig.18) 。 
 
3.Ac-C16-Cer-NBD及び NBD-C6-Cerの細胞内局在部位の検討 
Ac-C16-Cer-NBDがNBD-C6-Cer と同様にGolgi体に局在しているのかを、Golgi体マーカーと
して知られている BODIPY-TR-Cerを用いて検討した。細胞に 1 M Ac-C16-Cer-NBD及び 1 M 
NBD-C6-Cerを 90 分処置し、その後 5 M BODIPY-TR-Cerを 30分処置した細胞を washして細
胞内挙動を観察した。その結果、Ac-C16-Cer-NBD と NBD-C6-Cer は共に BODIPY-TR-Cer と共
局在することが判明した (Fig.19) 。このことから、Ac-C16-Cer-NBDは細胞内のGolgi体に局在す
ることが可能な化合物であり、その局在時間は NBD-C6-Cer よりも長いことが判明した。 
更に、Brefeldin A (BreA) を処置し ER と Golgi体を結合させた細胞における、化合物の細胞内
局在について観察した。1 g/mL BreAを 15分前処置した細胞に、1 M Ac-C16-Cer-NBD を 30
分処置し、wash した細胞における化合物の細胞内挙動を観察した。無処置群では Golgi 体に局
在していた Ac-C16-Cer-NBD は、BreA 処置細胞では化合物由来の蛍光が細胞質に均一に存在
している様子が観察出来た (Fig.20) 。また、既存のGolgi体マーカーであるNBD-C6-CerもBreA
処置細胞では蛍光が分散している様子が観察出来た  (Fig.20) 。このことからも 、
Ac-C16-Cer-NBDが Golgi体に蓄積することが示唆された。 
また、A549 細胞においても同様の実験を行った結果、A549 細胞においても Ac-C16-Cer-NBD
は Golgi体に局在可能であることが確認出来た (data not shown) 。 
 
4.Ac-C16-Cer-NBD及び NBD-C6-Cerの細胞内代謝の検討 
 Fig.18に示されている化合物処置 48時間後もGolgi体に局在している物質が化合物そのものな
のか、代謝物なのかを検討した。CHO-W11A 細胞に 10 M Ac-C16-Cer-NBD 及び 10 M 
NBD-C6-Cer を 30 分処置し、wash を 2 回行った直後、1 時間後、6 時間後、24 時間後、48 時間
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後の細胞から Bligh&Dyer 法により細胞内の脂質を抽出し、有機層画分を TLC plate にスポットし
た。TLC plateを1-ブタノール：酢酸：水：=3：1：1で展開し、LAS1000 (イメージアナライザー) により
蛍光基である NBD を指標に化合物の細胞内代謝を検討した。既存の Golgi 体マーカーである
NBD-C6-Cer は速やかに GlcCer や SM に代謝されることが確認出来た (Fig.21) 。しかし、
Ac-C16-Cer-NBD は NBD-C6-Cer と比較すると細胞内で代謝を受けにくく、主に観察されたスポッ
トはAc-C16-Cer-NBDとSMのみであった (Fig.21) 。照射時間を延ばすことで他の位置にもスポッ
トを検出することが出来、化合物が何等かの代謝を受けることが判明したが、どのスポットがどのよう
な化合物かまでは特定出来ていない。 
 
5.Ac-C16-Cer-NBDの細胞内移行経路の検討 
 Ac-C16-Cer-NBD がどのような経路で細胞内に移行するのか検討した。エンドサイトーシス経路
に重要なタンパクである Dynamin の変異体である DynaminK44A を遺伝子導入した CHO-W11A
細胞に、1 M Ac-C16-Cer-NBD及び 1 M NBD-C6-Cerを 4℃で 30分処置し、washを 2回行っ
た直後、15 分後の細胞内挙動を共焦点顕微鏡により観察した。その結果、DynaminK44A を遺伝
子導入し、エンドサイトーシス経路を阻害した細胞でも Ac-C16-Cer-NBD は Golgi体に蓄積するこ
とが確認された (Fig.22) 。 
また、初期エンドソームから後期エンドソームへの移行を阻害するために mCherry-Rab5-GTP を
遺伝子導入した CHO-W11A 細胞に、上記と同様の処置を施し、Ac-C16-Cer-NBD の細胞内挙動
を観察した。mCherry-Rab5-GTP を遺伝子導入した細胞では、肥大化した初期エンドソームが見ら
れたが、この肥大化したエンドソームと Ac-C16-Cer-NBD が共局在することはなかった (Fig.23) 。
なお、拡散輸送で細胞内へ移行するNBD-C6-Cerも、mCherry-Rab5-GTPを遺伝子導入した細胞
で見られる肥大化したエンドソームと共局在することはなかった (Fig.23) 。一方で、エンドサイトー
シス経路で細胞内に移行するBODIPY-LacCerはmCherry-Rab5-GTPを遺伝子導入した細胞で見
られる肥大化したエンドソームと共局在する様子が観察出来た (Fig.23) 。 
更に、PI3K阻害剤であるWortmanninや LY294002を 30分前処置することでエンドサイトーシス
経路を阻害した細胞においても (Chen and Wang, 2001) 、Ac-C16-Cer-NBDはGolgi体に蓄積出
来ることが判明した (Fig.24) 。興味深いことに、Ac-C16-Cer-NBDは wash直後の段階から、Golgi
体に集積する様子が観察された (Fig.24) 。以上の実験結果からAc-C16-Cer-NBDはエンドサイト
ーシス非依存経路にて細胞内に移行することが示唆された。 
  
6.細胞固定条件下における Ac-C16-Cer-NBDの細胞内挙動  
細胞を 4% Paraformaldehyde (PFA) で 10分間処置し、その後 60 nMのBODIPY-LacCerを 4℃
で 30分取り込ませ、更に 37℃で 15分培養後の細胞内挙動を観察した。エンドサイトーシス経路で
細胞内へ移行する BODIPY-LacCerは PFA処置細胞ではGolgi体に移行できず細胞膜上に保持
されたままである様子が観察出来た  (Fig.25) 。この条件下において、Ac-C16-Cer-NBD 及び
NBD-C6-CerのGolgi体への集積について観察を行った。NBD-C6-Cerは細胞固定条件下におい
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ても Golgi 体に移行したのに対し、Ac-C16-Cer-NBD は Golgi 体へ移行することは出来なかった
(Fig.25) 。 
 
7.Ac-C16-Cer-NBDの Golgi体移行経路の検討 
 生細胞において Cer関連脂質の細胞内取り込みや ER-Golgi間の移動は、Fig.26 に示したモデ
ル図のように推定される。そこで、細胞内へ移行したAc-C16-Cer-NBDはどの細胞内小器官を介し
て Golgi 体へ移行するのかを細胞内小器官マーカーを用いて検討した。ER で合成された Cer は
Golgi 体へ移行した後に代謝を受け、他のスフィンゴ脂質になる。そのため、蛍光タンパクである
RFP を融合させた ER膜に存在する Calreticulin (RFP-ER) を遺伝子導入した細胞を 4% PFAで
10分間処置し、更に 1 M Ac-C16-Cer-NBDを 30分処置した細胞における挙動を観察した。その
結果、Ac-C16-Cer-NBD は RFP-ER と共局在することが判明した  (Fig.27) 。このことから、
Ac-C16-Cer-NBDは ERを介して Golgi体へ移行する化合物であることが示唆された。 
更に、Ac-C16-Cer-NBD の ER から Golgi 体への移行がエネルギー依存的かを検討した。細胞
に 50 mM 2-deoxy-d-glucose と 5 mM NaN3を 15分処置し、その後、1 M Ac-C16-Cer-NBD及び
1 M NBD-C6-Cerを 30分処置後の細胞内挙動を共焦点顕微鏡により観察した。NBD-C6-Cerは
阻害剤処置細胞においてもGolgi体に蓄積することが出来たのに対し、Ac-C16-Cer-NBDはGolgi
体への蓄積が減弱していた (Fig.28) 。 
 
 
8.Ac-C16-Cer-NBDの Golgi体移行に対する CERT阻害剤の影響 
 Cerの ERからGolgiへの移行経路には、①小胞輸送と②CERTを介した輸送の 2つの経路が報
告されている。そこで、細胞に 2 M HPA-12 (CERT 阻害剤) を 15 分処置し、その後 1 M 
Ac-C16-Cer-NBD及び 1 M NBD-C6-Cerを 30分処置後の細胞内挙動を共焦点顕微鏡により観
察した。HPA-12 を処置した細胞においても、NBD-C6-Cer は Golgi 体に蓄積していたのに対し、
Ac-C16-Cer-NBD は Golgi 体への蓄積が減弱していた (Fig.29) 。しかし、Ac-C16-Cer-NBD の
Golgi体への集積は HPA-12処置により完全に抑制されることはなかった。 
 また、CERT が欠損している細胞株である LY-A 及び LY-A にヒト CERT を遺伝子導入した
LY-A/hCERTを用いて、同様の実験を行った。それぞれの細胞に 1 M Ac-C16-Cer-NBD及び 1 
M NBD-C6-Cerを 4℃で 30分取り込ませた直後、5分後、15分後の化合物の細胞内挙動を観察
した。その結果、LY-A 細胞では Ac-C16-Cer-NBD の Golgi 体移行が部分的に減弱している様子
が観察出来た (Fig.30) 。一方で、Golgi 体に直接的に移行することが可能な NBD-C6-Cer は、
LY-A 及び LY-A/hCERT 細胞のどちらの細胞においても、ほぼ同程 Golgi 体へ集積している様子
が観察出来た (Fig.30) 。 
 
9.Ac-C16-Cer-NBD を用いた細胞分裂期における Golgi体の挙動観察 
 9 M RO-3306及び 10 M Ac-C16-Cer-NBD を 20時間処置し、M期に同調した HeLaS3細胞
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を 3回 wash し、更に 37℃で 1時間培養後に、所定の時間における Ac-C16-Cer-NBDの細胞内
挙動を共焦点顕微鏡により観察した。その結果、Ac-C16-Cer-NBDは細胞分裂期に核を避けるよう
にして存在し、分裂後も再び Golgi体に局在する様子が観察された (Fig.31) 。 
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Fig.17 Formula of NBD-C6-Cer and Ac-C16-Cer-NBD 
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Fig.18 Ac-C16-Cer-NBD may be localized at Golgi apparatus in CHO-W11A cells. 
 Cells were treated with 1 M NBD-C6-Cer (panelA) or 1 M Ac-C16-Cer-NBD (panelB) for 30 
min at 4℃ (a) , then further incubated for 15 min (b) and 48 h (c) at 37℃.  In panels, typical 
images are shown and white arrow heads indicate the typical areas showing localization of 
fluorescence.  Data are from a representative experiment repeated three times with similar results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig.19 Ac-C16-Cer-NBD was co-localized with BODIPY-TR-Cer in CHO-W11A cells. 
 Cells were treated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A, green) or 1 M NBD-C6-Cer (panel B, 
green) for 90 min (a) . The cells were further treated with 5 M BODIPY-TR-Cer (red) known as a 
Golgi marker for 30 min (b) .  Co-localization is shown in merge (yellow, c) .  Data are from a 
representative experiment repeated three times with similar results. 
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Fig.20 Ac-C16-Cer-NBD was not localized at Golgi apparatus in BreA-treated CHO-W11A cells. 
 Cells were treated with (a) or without (b) 1g/mL BreA for 30 min at 37℃, then treated with 1 M 
Ac-C16-Cer-NBD (panel A) or 1 M NBD-C6-Cer (panel B) for 30 min at 4℃. Washed cells were 
further incubated with or without 1g/mL BreA.  In panels, white arrow heads indicate the typical 
areas showing localization of fluorescence.  Data are from a representative experiment repeated 
three times with similar results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.21 Metabolism of Ac-C16-Cer-NBD and NBD-C6-Cer in CHO-W11A cells. 
 Cells were treated with 10 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A) or 10 M NBD-C6-Cer (panel B) for 
30 min at 4℃.  Washed cells were further incubated for 0 h, 1 h, 6 h, 24 h and 48 h.  Lipids were 
extracted by Bligh&Dyer method.  The fluorescence derived from NBD-containing molecules was 
examined.  The extracted lipids were separated by TLC: (▲) native reagent; (＊) metabolized 
reagent.  Data are from a representative experiment repeated three times with similar results.   
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Fig.22 Ac-C16-Cer-NBD was localized at Golgi apparatus in DynaminK44A transfected 
CHO-W11A cells.   
 DynaminK44A transfected cells were treated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A) or 1 M 
NBD-C6-Cer (panel B) for 30 min at 4℃, then further incubated for 0 min (a and c) and 30 min (b 
and d) .  In panels, white arrow heads indicate the typical areas showing localization of 
fluorescence.  Data are from a representative experiment repeated three times with similar results. 
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Fig.23 Ac-C16-Cer-NBD was not localized at Golgi apparatus in mCherry-Rab5-GTP transfected 
CHO-W11A cells. 
 mCherry-Rab5-GTP (red) transfected cells were treated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A) , 1 
M NBD-C6-Cer (panel B) , 60 nM BODIPY-LacCer (panel C) for 30 min at 4℃, then further 
incubated for 15 min.  In panels, white arrow heads indicate the typical areas showing localization 
of fluorescence at Golgi apparatus, and white arrows indicate the typical areas showing enlarged 
endosomes.  (a) are in panels are respective reagents (green), (b) are mCherry-Rab5-GTP (red) and 
(c) are merge (yellow) .  Data are from a representative experiment repeated three times with 
similar results. 
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Fig.24 Ac-C16-Cer-NBD was localized at Golgi apparatus in PI3K-inhibitor treated CHO-W11A 
cells. 
 Cells were pretreated with PI3K-inhibitors (1 M and 10 M) for 30 min, then further treated with 
1 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A) or 1 M NBD-C6-Cer (panel B) for 30 min at 4℃ (a, c and e) .  
Washed cells were further incubated for 15 min (b, d and f) .  In panels, white arrow heads indicate 
the typical areas showing localization of fluorescence.  Data are from a representative experiment 
repeated three times with similar results. 
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Fig.25 Ac-C16-Cer-NBD was not localized at Golgi apparatus in PFA treated CHO-W11A cells. 
 In panel A, cells were treated with vehicle (a) or 4% PFA (b) for 10 min.  Washed cells were 
incubated with 60 nM BODIPY-LacCer for 30 min at 4℃, then further incubated for 15 min at 37℃.  
In panel B, cells were preincubated with 4 % PFA for 10 min.  Washed cells were further incubated 
with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (a) or 1 M NBD-C6-Cer (b) for 30 min.  In panels, white arrow 
heads indicate the typical areas showing localization of fluorescence.  Data are from a 
representative experiment repeated three times with similar results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.26 Supposed model 
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Fig.27 Ac-C16-Cer-NBD was transferred to the Golgi apparatus via ER in CHO-W11A cells. 
 RFP-ER (red) transfected cells were pretreated with 4% PFA for 10 min.  Washed cells were 
further treated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (green) for 30 min.  Co-localization is shown in merge 
(yellow) .  (a) are in panels is Ac-C16-Cer-NBD (green) , (b) is BODIPY-TR-Cer (red) and (c) is 
merge (yellow) .  Data are from a representative experiment repeated three times with similar 
results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.28 Ac-C16-Cer-NBD was transferred to the Golgi apparatus energy dependently in 
CHO-W11A cells. 
 Cells were treated with vehicle (a) or 50 mM 2-deoxy-d-glucose and 5 mM NaN3 (b) for 15 min, 
further incubated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A) or 1 M NBD-C6-Cer (panel B) for 30 
min.  Washed cells were further incubated for 15 min.  In panels, white arrow heads indicate the 
typical areas showing localization of fluorescence.  Data are from a representative experiment 
repeated three times with similar results. 
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Fig.29 Ac-C16-Cer-NBD was transferred to the Golgi apparatus via CERT partially in CHO-W11A 
cells..  
 Cells were treated with vehicle (a) and 2 M HPA-12 (CERT inhibitor, b) for 15 min, and then 
incubated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD for 30 min.  In panels, white arrow heads indicate the 
typical areas showing localization of fluorescence.  Data are from a representative experiment 
repeated three times with similar results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.30 The intensity of fluorescence derived from Ac-C16-Cer-NBD at Golgi apparatus in 
LY-A/hCERT cells was higher than that of in LY-A cells. 
 Cells were treated with 1 M Ac-C16-Cer-NBD (panel A) or 1 M NBD-C6-Cer (panel B) for 30 
min at 4℃.  Washed cells (a and d) were further incubated for 5 min (b and e) and 15 min (c and f) . 
In panels, white arrow heads indicate the typical areas showing localization of fluorescence.  Data 
are from a representative experiment repeated three times with similar results. 
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Fig.31 Golgi-localized Ac-C16-Cer-NBD was divided equally between two daughter cells during 
mitosis. 
 HeLaS3 cells were treated with 9 M RO3306 and 1 M Ac-C16-Cer-NBD for 20 h.  Washed 
cells were further incubated for 1 h and observed for indicated times.  Data are from a 
representative experiment repeated three times with similar results.
51 
3.考察
 
 諸言にも記載したように、第一章でスフィンゴ脂質誘導体の細胞内挙動を観察している際に、
Ac-C16-Cer-NBD が細胞内のある部位に局在している様子が観察された。この局在が Golgi 体マ
ーカーである NBD-C6-Cer と似通っていたことから、本研究に着手した。私達が研究対象としてい
るスフィンゴ脂質も Golgi 体と関連性が深く、ER で合成された Cer は Golgi 体へ輸送されることで
他のスフィンゴ脂質へと代謝される。そのため、蛍光基の結合したCerはGolgi体マーカーとして用
いられることがあり、現在 NBD-C6-Cer, BODIPY-TR-Cer, BODIPY-FL-Cerの 3種類が Golgi体マ
ーカーとして用いられている (Liang et al., 2005, Tanimura et al., 2008, Tóth et al., 2006) 。しかし、
Cer は上記のように代謝されることに加え、アポトーシスを引き起こすことが知られているため
(Banerjiee et al., 2012, Lang et al., 2006, Mahdy et al., 2009) 、Golgi体を長時間観察する条件に
は不向きである。そこで Ac-C16-Cer-NBD がこれらの問題点を解決することが出来る新たな Golgi
体マーカーとして機能するのではないかと考え、実験を行った。 
CHO-W11A細胞を用いて、Ac-C16-Cer-NBDの細胞内挙動を、蛍光基である NBDを指標にし
て共焦点顕微鏡により観察した。1 M Ac-C16-Cer-NBD を 4℃で 30 分細胞に取り込ませ、wash
直後の挙動を観察すると細胞膜や細胞質に一様に存在する様子が見られた (Fig.18) 。しかし、
そこから 37℃に温度を上げて培養を行うと、15分後の段階で蛍光が細胞内のある部位に局在する
様子が観察された (Fig.18) 。更に継時的に挙動を観察した結果、48 時間後も細胞内のある部位
に局在し続けることが確認出来た (Fig.18) 。上記と同様の条件で既存の Golgi 体マーカーである
NBD-C6-Cerの細胞内挙動を観察した結果、wash15分後の段階では、Golgi体に蓄積する様子が
確認出来たものの、48時間後ではGolgi体に局在する蛍光が減弱していた (Fig.18) 。これらの実
験結果から、Ac-C16-Cer-NBDはNBD-C6-Cerと同様に細胞内のGolgi体に蓄積することが出来、
且つ、安定性の高い化合物であるがために Golgi 体により長く留まれるのではないかと考えた。ま
た、アポトーシス促進作用を有する NBD-C6-Cer とは異なり、Ac-C16-Cer-NBDは細胞障害性を引
き起こすことはなかった (data not shown) 。 
続いて、Ac-C16-Cer-NBD が Golgi 体に局在しているのかを、別の Golgi 体マーカーである
BODIPY-TR-Cerを用いて検証した。細胞に 1 M Ac-C16-Cer-NBD もしくは 1 M NBD-C6-Cer
を 90分処置させ、5 M BODIPY-TR-Cer処置30分後の細胞内挙動を観察した。その結果、Golgi
体マーカーとして知られている NBD-C6-Cer だけでなく、Ac-C16-Cer-NBD も BODIPY-TR-Cer と
共局在することが確認出来た (Fig.19) 。このことから、Ac-C16-Cer-NBD は Golgi 体マーカーとし
て機能し、既存の Golgi 体マーカーである NBD-C6-Cer よりも長い時間 Golgi 体に留まることが出
来るという利点を持つことが判明した。更に、BreA を処置して Golgi 体と ER を融合させ、Golgi 体
を拡散させた時の Ac-C16-Cer-NBDの細胞内挙動についても観察した。1 g/mL BreA を細胞に
15分処置し、その後 1 M Ac-C16-Cer-NBDもしくは 1 M NBD-C6-Cerを 30分処置後の細胞内
挙動を観察した。BreA を処置した細胞群では、Ac-C16-Cer-NBD 由来の蛍光が一か所に蓄積出
来ず、細胞質全体に広がっていた (Fig.20) 。また、既存の Golgi 体マーカーである NBD-C6-Cer
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由来の蛍光も同様に、BreA処置細胞では細胞質に分散している様子が観察出来た (Fig.20) 。 
続いて、Ac-C16-Cer-NBDそのものが Golgi体に蓄積しているのかを明らかにするために、蛍光
基を指標にし、薄層クロマトグラフィーを用いて細胞内代謝を調べた。Golgi 体マーカーである
NBD-C6-Cerは細胞に添加直後から、NBD-C6-GlcCerや NBD-C6-SMに代謝されることが知られ
ており (Tada et al., 2010) 、本研究でも処置 48時間後では、NBD-C6-Cerとして存在している量が
非常に少ないことが確認出来た (Fig.21) 。先程の共焦点顕微鏡の結果と合わせて考えると、
NBD-C6-Cer が他のスフィンゴ脂質へと代謝されたことにより、Golgi 体に蓄積している蛍光の強さ
も減弱していることが推測される。一方で、Ac-C16-Cer-NBDは処置48時間後もAc-C16-Cer-NBD
として存在している割合が高かった (Fig.21) 。照射時間を延ばすことで他の位置にも本化合物由
来のスポットを検出することが出来たが、どのスポットがどのような化合物であるかは特定することが
出来ていない。このことから、Ac-C16-Cer-NBD は細胞内で比較的安定性の高い化合物であるが
ために、より長時間 Golgi 体に蓄積することが可能であることが示唆された。Ac-C16-Cer-NBD は
GlcCerや SMに代謝される遊離-OH基をAcetyl-基で修飾している。そのため、細胞内に存在する
エステラーゼにより加水分解を受けた後に他のスフィンゴ脂質へと代謝されることが予想される。し
かし、この化合物は非常に安定性の高い化合物であったことから、エステラーゼの基質になりにく
い、若しくは、細胞内局在部位による違いで基質となり得ていない可能性もあるが、なぜ安定性が
高いかに関しては明らかにすることが出来ていない。 
 続いて、Ac-C16-Cer-NBD がどのような経路で細胞内に移行し、Golgi 体まで到達するのかを明
らかにしようと試みた。スフィンゴ脂質誘導体である BODIPY-LacCerは Caveolin-1依存的なエンド
サイトーシス経路により、Early endosomeから Late endosomeそして Golgi体まで移行することが知
られている (Puri et al., 2003, Singh et al., 2003) 。そこで、Ac-C16-Cer-NBD もエンドサイトーシス
経路により細胞内に移行するのではないかと考えた。現在、細胞膜から Early endosome までの経
路は Dynamin1 と呼ばれる酵素及び Rab GTPase ファミリーの一つである Rab5 が関与することが
報告されている。Dynamin1は陥入したエンドサイトーシス小胞の細胞膜からの切り出しに関与する
ことが知られ、dominant negative型のDynamin K44A過剰発現細胞は、Clathrin依存のエンドサイ
トーシス経路を抑制することが知られている (Masuyama et al., 2009) 。一方で、Rab5は GDP/GTP 
exchanger factorによりGTP型になると活性化型、GTPase-activating proteinによりGDP型になると
不活性化型になることが報告されている (Chaineau et al., 2013, Zhang et al., 2013) 。Rab5はPI3K
により産生される PI3Pの存在下において、エフェクタータンパクである EE1A との相互作用により、
Early endosome と陥入したエンドサイトーシス小胞が融合する際に重要な役割を持つ (Chen and 
Wang, 2001, Merithew et al., 2003) 。このような背景から、Rab5-GTPを過剰発現した細胞では、
early endosome 同士の融合反応が頻繁に生じることで初期エンドソームが肥大化し、インターナリ
ゼーションした2-Adrenergic receptor は、この肥大化エンドソームの内部に観察されることが報告
されている (Seachrist et al., 2000) 。実際に、BODIPY-LacCerは、mCherry-Rab5-GTPを過剰発
現させた CHO-W11A 細胞で観察された肥大化小胞内に存在する様子が観察出来た (Fig.23) 。
しかし、Ac-C16-Cer-NBDは BODIPY-LacCer とは異なり、mCherry-Rab5-GTPにより肥大化した小
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胞内に移行することなく、Golgi 体まで移行する様子が観察された (Fig.23) 。細胞内に拡散輸送
で移行する NBD-C6-Cer も、mCherry-Rab5-GTP を過剰発現させた細胞でも Golgi 体に集積する
ことが観察出来た (Fig.23) 。また、PI3K 阻害剤である LY294002 及び Wortmannin を前処置し
PI3P 産生量を減少させることによりエンドサイトーシス経路を阻害した細胞でも、Ac-C16-Cer-NBD
は Golgi 体に蓄積する様子が確認出来た (Fig.24) 。しかし、PI3K 阻害剤を処置した細胞では、
wash直後の段階で既にAc-C16-Cer-NBDが細胞内のGolgi体に蓄積する様子が確認されている。
このことから、Ac-C16-Cer-NBD は PI3K が負に制御する輸送経路によって Golgi 体へ運ばれるこ
とが推測される。しかし、実際にそのような経路が存在するかについては明らかに出来ていない。
上記の実験結果を踏まえると、Ac-C16-Cer-NBD はエンドサイトーシス非依存経路により細胞内に
侵入し、その後 Golgi体へ移行する化合物であることが示唆された。 
 続いて、細胞内に移行した Ac-C16-Cer-NBD が直接 Golgi 体へ行くのか、どこか別の細胞内小
器官を介して Golgi体へ移行するのか明らかにしようと試みた。4 % PFAを 10分処置しタンパクを
固定した細胞に化合物を 4℃で 30 分取り込ませ、細胞内の挙動を共焦点顕微鏡により観察した。
エンドサイトーシス経路にて細胞内へ移行する BODIPY-LacCer は無処置群では Golgi 体へ集積
することが出来るものの、PFA 処置群では細胞膜上に保持されたままである様子が観察出来た
(Fig.25) 。また、NBD-C6-Cer は拡散輸送で細胞内に移行し、Golgi 体へ直接輸送されることが報
告されていることから、PFA 処置の有無に関わらず Golgi 体へ集積する様子が観察できた 
(Fig.25) 。しかし、Ac-C16-Cer-NBDは PFAにより固定処置を施した細胞ではGolgi体に蓄積する
ことが出来なかった (Fig.25) 。このことから、Ac-C16-Cer-NBD は細胞内に移行した後、ある細胞
内小器官を介して Golgi体へ移行することが示唆された。 
 更に、Ac-C16-Cer-NBD がどの細胞内小器官を介して Golgi 体に移行するのか、細胞内小器官
マーカーを用いて実験を行った。 スフィンゴ脂質の中心化合物である Cer は ER において合成さ
れた後に、①小胞輸送と②CERTの 2つの経路を介して Golgi体へ輸送され、GlcCerや SMへと
代謝を受けることが知られている (D’Angelo et al., 2013, Fukasawa et al., 1999) 。そのため、
Ac-C16-Cer-NBD は ER を介して Golgi体へ移行しているのではないかと考え、RFP-ER を用いて
実験を行った。RFP-ERを発現させた CHO-W11A細胞を先程と同様に 4% PFAで 10分処置し、
washした細胞に化合物を 4℃で 30分取り込ませ、細胞内の挙動を共焦点顕微鏡により観察した。
その結果、Ac-C16-Cer-NBD は RFP-ER と共局在することが観察出来た (Fig.27) 。このことから、
細胞内に移行した Ac-C16-Cer-NBD は ER へ到達し、そこから Golgi 体へ移行することで Golgi
体に蓄積する化合物であることが判明した。 
 これまでの研究より、CERT を介した輸送経路は ATP 依存的であることが報告されているため
(Fukasawa et al., 1999) 、2-deoxy-d-Glucose 及び NaN3を用いることで細胞内の ATP産生量を減
少させた細胞におけるAc-C16-Cer-NBDの細胞内挙動を観察した。50 mM 2-deoxy-d-Glucose 及
び 5 mM NaN3を 37℃で 30分処置し、1 Mの Ac-C16-Cer-NBD を 4℃で 30分細胞に取り込ま
せた。その後、washした細胞に阻害剤を再度処置し、37℃で 15分培養後の細胞内挙動を共焦点
顕微鏡により観察した。その結果、NBD-C6-Cerは ATP産生阻害条件下においても Golgi体に蓄
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積することが可能だったが、Ac-C16-Cer-NBD は Golgi 体への蓄積が軽減される様子が観察され
た (Fig.28) 。しかし、Golgi 体への集積は完全には抑制されなかったことから、Ac-C16-Cer-NBD
は CERT経路及び小胞輸送経路の 2つの経路を介してGolgi体へ輸送される化合物であることが
示唆された。現在、CERTは Ceramideに対する親和性が非常に高く (Kumagai et al., 2005) 、遊
離-OH 基が CERT との結合に重要だと言われている。本化合物はこの遊離-OH 基が Acetyl-基で
修飾されているため、CERTの基質の条件にはこの遊離-OH基が重要ではない可能性が推測され
る。しかし、本実験では CERT と Ac-C16-Cer-NBD が直接的に結合するか否かを証明してはいな
いため、今後明らかにしたいと考えている。 
 続いて、CERT阻害剤である HPA-12 を用いて (Charruyer et al., 2008) 、Ac-C16-Cer-NBDが
CERT依存的にGolgi体へ輸送されるのか検討した。2 M HPA-12を 15分処置した細胞に 1 M 
Ac-C16-Cer-NBDを 30分処置し、wash後の化合物の細胞内挙動を観察した。コントロール細胞で
は Ac-C16-Cer-NBDが Golgi体に局在している様子が観察出来ていたのに対し、HPA-12処置細
胞では Ac-C16-Cer-NBD の Golgi 体への集積が減弱していた (Fig.29) 。更に、CERT が遺伝的
に欠損している LY-A 細胞及びヒト CERRT を遺伝子導入した LY-A 細胞 (LY-A/hCERT) 細胞を
用いて、Ac-C16-Cer-NBD の Golgi 体への移行経路について共焦点顕微鏡を用いて観察した。1 
M Ac-C16-Cer-NBD を 4℃で 30分取り込ませ、wash直後、15分後、30分後の細胞内挙動を観
察したところ、LY-A/hCERT 細胞の方での Ac-C16-Cer-NBD の Golgi 体への蓄積度合は LY-A と
比較して高い様子が観察された(Fig.30) 。一方、PFA による細胞固定条件下においても Golgi 体
への蓄積が確認されていた NBD-C6-Cer は、LY-A 及び LY-A/hCERT 細胞のどちらにおいても、
同程度 Golgi体に蓄積する様子が観察された(Fig.30) 。 
 諸言でも触れたように、Golgi 体は細胞分裂や分化時にその形態を変化させることが知られてい
る (Radulescu and Shields, 2012) 。実際に cis-Golgi タンパクである GM130を免疫染色法により、
細胞分裂にあわせて Golgi 体も断片化し、再会合することを観察していた (Maia et al., 2013, 
Radulescu and Shields, 2012, Zhang et al., 2011) 。そこで、本研究で見出した Ac-C16-Cer-NBD を
用いて同様に、細胞分裂期におけるGolgi体の挙動を観察した。10 M Ac-C16-Cer-NBDと 9 M 
RO-3306 (Cyclin dependent kinase 1 阻害剤) を 20時間処置し、washした細胞を更に 1時間培養
した後の化合物の細胞内挙動を観察した。その結果、0 分の段階では細胞の中心部を避けるよう
に一様に存在していた化合物由来の蛍光が、時間経過とともに娘細胞に均等に分配され、最終的
に Golgi 体に蓄積する様子が観察された  (Fig.31) 。cis-Golgi マーカーである GM130 や
trans-GolgiマーカーであるTGN46は同様の条件下では細胞全体に均一に存在し、その後再会合
することが知られている。本研究で見出した Ac-C16-Cer-NBD は分裂期における細胞の中心部に
は存在していないことから、既存のGolgi体マーカーとは異なる制御を受けていることが示唆された。
しかし、Ac-C16-Cer-NBD がどのようなタンパクにより細胞内挙動を調節されているかを明らかにす
ることが出来ていない。今後も継続して研究を行うことで、Ac-C16-Cer-NBD の細胞内挙動制御機
構の詳細を明らかにしていきたいと考えている。 
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総括 
 
 当研究室において、スフィンゴ脂質の一種である C1Pや LacCerが cPLA2の活性制御に関与し
ていることを以前示した。特に C1Pは、cPLA2αの C2 domainに作用し、核膜周辺部へのトランスロ
ケーションに関与しているだけでなく、直接的相互作用により酵素活性上昇にも関与している。そこ
で、直接的相互作用が確認されているC1Pに焦点を当て、本研究において cPLA2αの活性を調節
する新規 C1P 誘導体の合成に取り組んだ。その結果、「N-アシル基の炭素鎖の長さが短いこと」と
「リン酸基の修飾」の 2 つが C1P 誘導体による cPLA2α の活性制御に重要であることが判明した。
cPLA2α阻害作用を有するDM-C1Pは細胞障害性を持っていたことに対し、cPLA2α阻害作用を有
する C2-DE-C1P は細胞障害性を持っていないことから、リン酸基の修飾様式は cPLA2αの活性抑
制に対してだけでなく、障害性にも重要な因子であることが判明した。 
また、研究の過程で Ac-C16-Cer-NBDは既存の Golgi体マーカーである NBD-C6-Cer と比較し
て、①細胞内で安定性が高く、②長時間 Golgi 体に集積が可能な新規 Golgi 体マーカーとして機
能することを見出した。Golgi 体への移行経路は CERT 及び小胞輸送の 2 つの経路を介すること
が示唆されたが、CERT のセラミド認識能は非常に高いことが知られている。Ac-C16-Cer-NBD は
CERT のセラミド認識に必要な遊離-OH 基を Acetyl-基で修飾した化合物であるため、本研究を更
に進めることで、CERTの機能をより詳細に解明することが出来る可能性を秘めている。 
現在、スフィンゴシン誘導体である FTY720 が多発性硬化症の治療薬として機能するなど、スフ
ィンゴ脂質を基盤にした医薬品に注目が集まっている。本研究では医薬品候補化合物を見出すこ
とも副次的な目標として掲げているため、化合物の最適化を図り、新たな医薬品の開発に貢献して
いきたい。 
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